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INTRODUCCION

En los ultimos 60 afos, el cancer de pancreas se ha incrementado en todo
el mundo de manera relevante. En EE.UU., por ejemplo, significa la cuarta causa de
muerte detras del cancer de pulmodn, colorectal y de mama. Sin embargo, este
aumento del cancer de pancreas y sus distintas etiologias no ha sido motivo
suficiente para que hayan aumentado los trabajos de investigacion, especialmente si
los comparamos con los estudios sobre otros tipos de cancer, como los de mama o

colon.

El diagndstico temprano en el cancer de pancreas es muy dificil, ya que se
trata de un tumor de crecimiento silente y los sintomas son evidentes cuando el
tumor se encuentra muy desarrollado. Por ello, es importante una mayor

investigacion que pueda proporcionar datos sobre su origen y evolucion.

El desarrollo experimental de un modelo animal muy parecido al carcinoma
pancreético en el ser humano, nos ha servido para investigar distintos aspectos de
la enfermedad. EI modelo del Hamster Sirio Dorado (mesocricetus auratus), junto
con el BOP (N-nitrosobis (2-oxopropil) amina), nos permite un acercamiento al
origen celular del mismo vy diferenciar lesiones cancerigenas de las que no lo son.
Al mismo tiempo podemos estudiar distintos tratamientos y substancias que

permitirian evitar la aparicion de tumores o impedirian su desarrollo.
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Una de las caracteristicas de sobra conocidas del pancreas es su funcion
mixta, endocrina y exocrina, por lo que cualquier estudio experimental no debe

pasar por alto ambas funciones.

El objetivo de este trabajo que presentamos es realizar una investigacion, lo
mas profunda posible, sobre este tipo de céancer. Para ello hemos utilizado la
microscopia Optica, la microscopia electrénica, citofotometria, marcadores
tumorales, inmunologia y niveles de insulina en suero. Asimismo, hemos analizado
la evolucion de dicho cancer desde las primitivas lesiones tumorales con sus
marcadores y niveles de insulina en suero, para determinar tanto el diagnostico, lo
mas precoz posible, como la hipotética proteccion de la NIACINA frente a los

elementos cancerigenos.
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1. CANCER PANCREATICO HUMANO

1.1. DESCRIPCION ANATOMICA DEL PANCREAS.

El pancreas es un 6rgano alargado, con una longitud aproximada de entre 20-
25 centimetros, compuesto por I6bulos, que se encuentra en la concavidad del
duodeno. Pesa entre 65 y 160 gramos. Se divide en cuatro partes: Cabeza, cuello,
parte central y cola. Presenta, como ya hemos dicho, dos funciones claramente

diferenciadas: exocrina y endocrina.
El pancreas exocrino libera el jugo pancreatico que contiene enzimas
digestivas, (tripsina, lipasa, amilasa, y en menor proporcion maltasas). Esta

formado por tres tipos de células: acinares, centroacinares y ductales.

El pancreas endocrino, esta formado por células Ay B segregando insulina y

glucagén, responsables del control de la glucemia.

12



Histologia del pancreas

Cabeza del pancreas

Es una glandula acinar, con l6bulos unidos entre si por un estroma de tejido
conjuntivo, en el que se encuentran los vasos sanguineos, linfaticos, nervios y

conductos interlobulares.

Los acinos son unidades secretoras basicas del pancreas exocrino, forman
estructuras ovaladas de 10-80 mm, constituidas por células acinares, delimitan un

espacio luminal comun donde se sitdan las células centroacinares.

Las células acinares segregan enzimas que sintetizan y liberan a la luz de los
conductos. Estos enzimas digestivos se encuentran en forma inactiva en granulos
distribuidos por el citoplasma de la célula acinar y se liberan por estimulo de las
hormonas que tienen su origen en el estbmago y en el intestino, debido a la accion

de los alimentos.
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La secreciéon de las células acinares es recogida por los ductus que forman
parte de los canaliculos. Estas células acinares conforman el 80% del tejido
pancreético. Los canaliculos del pancreas en su porcion exocrina estdn formados

por dos sistemas de canales: primarios y secundarios.

Existe un canal o ductus principal, llamado de Wirsung que atraviesa la
totalidad de la glandula y uno secundario llamado de Santorini. El canal de Wirsung
se forma por la confluencia de canales o ductus secundarios en la cola; pasa por el
cuerpo y cabeza y se une al colécodo, formando la ampolla de Vater, que se abre al
duodeno a través de la papila mayor. El canal de Santorini se sita en un plano mas
anterior que el principal, desembocando en el duodeno a nivel de la papila menor,

unos dos centimetros por encima de la mayor.

Los canales secundarios se clasifican en intralobulares e interlobulares. Los

intralobulares drenan el flujo pancreatico a partir de los acinos, mientras que los

interlobulares drenan el flujo pancreatico de los ductos intralobulares.
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ESQUEMA DE LA HISTOLOGIA DEL PANCREAS
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1.2 ALTERACIONES PANCREATICAS MAS COMUNES.

1.2.1. Pancreatitis

La pancreatitis es la inflamacion de la glandula pancreatica, que se produce
cuando se activan los enzimas pancreaticos y comienzan a digerir el pancreas. Se
asocia a enfermedades biliares y al alcoholismo ® y puede presentar dos formas:

aguda y cronica, las dos son graves y susceptibles de presentar complicaciones.

La aguda se presenta de forma subita, con dolor abdominal y elevacion de los
enzimas pancreéticos en sangre y orina, suele ser causada por calculos biliares vy,

por lo general, remite a los pocos dias de aplicar el tratamiento.

La crénica es una inflamacién prolongada en el tiempo, que produce cambios
irreversibles con dolor y disfunciones pancreéticas permanentes @. La causa més

frecuente es la dependencia del alcohol.

1.2.2. Tumores pancreaticos.

Hay varios tipos de tumores pancreaticos, cada uno con su propia incidencia.
El mas frecuente de dichos tumores pancreaticos es el adenocarcinoma muco-
secretor de origen ductal y es el de referencia cuando se habla de este tipo de
cancer. Los tumores no ductales, de origen acinar, endocrino o mesenquimal son

menos frecuentes.®

16



CLASIFICACION DE LOS TUMORES PANCREATICOS

La patologia tumoral pancreética es la cuarta causa de muerte y la segunda ,
después del cancer colorrectal, entre los tumores digestivos. El adenocarcinoma
ductal puede significar el 90% de todos los tumores de dicho 6rgano; los tumores
endocrinos y los quisticos de pancreas cubren el 10% restante. Los endocrinos son
infrecuentes pero muy importantes por la clinica que presentan y los quisticos un
pequefio grupo que suelen ser olvidados en la practica. Hasta hace pocos afios
hablabamos del cistadenoma seroso y mucinoso. En la actualidad la OMS ha
establecido una nueva clasificacién. Se estima que representan el 1% de todos los
tumores pancreaticos y el 10% de todos los quistes del pancreas. El avance en las
técnicas radioldgicas ha contribuido a conseguir una mayor precision en la
morfologia macroscépica y en su aproximacion diagnéstica. Siguiendo el aspecto
radiolégico prevalente de estas lesiones, se han dividido en dos grupos: tumor

sélido pancreatico y tumor quistico pancreatico.® ® © () (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16)

(17) (18) (19)

l. Tumores primarios

A. Pancreas exocrino
1. Benigno
a) Cistadenoma seroso
b) Cistadenoma mucinoso
c) Adenoma mucinoso papilar intraductal

d) Teratoma quistico mucinoso

17



2.

“Bordeline” (incierto potencial maligno)

a) Tumor quistico mucinoso con moderada displasia

b) Tumor mucinoso papilar intraductal con displasia
moderada

c) Tumor solido pseudopapilar

Maligno

a) Adenocarcinoma ductal

b) Carcinoma indiferenciado (anaplasico)

c) Cistadenocarcinoma seroso

d) Cistadenocarcinoma mucinoso: no invasivo o invasivo

e) Carcinoma mucinoso papilar intraductal: no invasivo o
invasivo

f) Cistadenocarcinoma de células acinares

g) Carcinoma sélido papilar

B. Pancreas endocrino

1

. Tumores

. Tumores de islotes celulares funcionales y no funcionales

secundarios

A. Tumores quisticos del pancreas exocrino

1.

2

w

N

Pseudoquiste
. Quiste congénito
. Quiste linfoepitelial

. Quiste endometrial
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ol

. Quiste de retencién

[o2]

. Quiste parasitario

\]

. Quiste de pared duodenal periampular

(o]

. Quiste enterégeno

TUMORES EXOCRINOS BENIGNOS
Los tumores primarios benignos del pancreas exocrino son: el cistadenoma

seroso y el tumor quistico mucinoso (TQM).

Cistadenoma seroso
Es un tumor benigno que produce un liquido seroso, frecuente en mujeres en
la quinta década de su vida. Aparece aislado o0 asociado al sindrome de Von Hippel

Lindau.

La presentacion clinica es inespecifica o esta relacionada con el efecto de
presidn sobre las estructuras adyacentes. El resto son hallazgos accidentales
durante una exploracion radioldgica realizada por otras causas. La predileccion por

la cabeza pancreatica no implica la presencia de ictericia.

Microscopicamente se reconocen dos tipos:

a) clasico o variante microquistica, bien delimitado, con quistes finos (menos
de 2 cm), cicatriz central y apariencia en “esponja”,

b) macroquistico u oligocitico, caracterizado por la presencia de uno o mas

guistes (mayores de 2 cm), con cicatriz central y margenes mal definidos. Pueden
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alcanzar un tamafo importante (hasta 15 cm). Incluso puede existir un patron mixto

(variedad micro y macroscopica).

Tumor quistico mucinoso

Este tumor unido multilocular esta formado por un epitelio secretor de mucina.
La incidencia es casi exclusiva en mujeres entre 20 y 80 afios, hasta el punto que en
la actualidad se diagnostican como tumores mucinosos papilares intraductales

(TMPI) los tumores quistico-mucinosos que se atribuian a varones.

Si el tumor es pequefio, desde la perspectiva clinica, se considerara un
hallazgo incidental. En el caso que sea voluminoso se mostrard como una masa
palpable o con sintomas por efecto compresivo sobre las estructuras adyacentes.
En las formas malignas puede presentar una elevacion de marcadores tumorales
como el CEA o el CA19-9. La malignidad se correlaciona con la presencia de
proyecciones papilares y/o nédulos murales que estan localizados, preferentemente,

en el cuerpo y cola del pancreas.

Aunque es facil diferenciarlo de otros tumores quisticos, no lo es tanto
respecto al tumor mucinoso papilar intraductal (TMPI) y el pseudoquiste
(arquitectura multilocular, nédulos parietales y sin clinica de pancreatitis aguda o

cronica).

20



TUMORES EXOCRINOS “BORDELINE”

Dentro de los tumores primarios exocrinos y en el grupo “bordeline” (con
cierto potencial maligno) hay dos variedades: el tumor mucinoso papilar intraductal

(TMPI) y el tumor solido pseudopapilar.

Tumor mucinoso papilar intraductal
Este es un tumor “joven” ya que el primero se describié en 1980. Durante
mucho tiempo se ha incluido en la pancreatitis crénica o en los tumores quisticos

Mucinosos.

Microscopicamente, el dato caracteristico es la dilatacibn segmentaria o

difusa del conducto principal o secundario sin estenosis.

Es posible distinguir dos tipos:

1) “ectasia ductal secretor de moco”con el conducto relleno de mucina y la
linea epitelial lisa o con unas finas papilas microscoépicas.

2) el “velloso papilar” con proliferaciones polipoideas papilares y con material

mucoide en el conducto pancreatico que a su vez esta dilatado.

En el pasado, este tumor se diagnosticaba casi exclusivamente con colangio
pancreatografia retrograda endoscoépica (CPRE), apreciandose una papila dilatada
con protusion en la luz duodenal y salida de mucina, dilatacion del wirsung/ramas
colaterales y multiples defectos de llenado en la pancreatografia (proliferaciones

papilares o “bolas mucinosas”).
21



Actualmente el diagndstico puede realizarse con la TC y la RM, mostrando

los cambios morfol6gicos antes mencionados.

La RM, incluida la colangio- pancreato-resonancia magnética (CPRM), puede

demostrar la comunicacion entre el tumor y el conducto principal.

Tumor sélido pseudopapilar (Neoplasia epitelial sélida y papilar)

Es mas frecuente en mujeres jovenes, se presenta mas usualmente como un
patron quistico que como un tumor sélido, debido a la presencia de hemorragia y
necrosis e incluso con una cépsula gruesa que puede calcificarse. Lo podemos ver
como un tumor quistico Unico o multilocular, que no es posible distinguir de

cualgquier masa quistica en los estudios radioldgicos.

TUMORES EXOCRINOS MALIGNOS

Son el adenocarcinoma ductal y el carcinoma anaplasico.

Adenocarcinoma ductal

El adenocarcinoma ductal es el mas abundante de todos los tumores
pancreaticos, representa el 80 — 90% del total. Por lo general se presenta como
una masa soOlida, aunque puede hacerlo con cambios quistico-degenerativos
(necrosis y hemorragia), sobre todo en los tumores grandes. En estos casos
pueden darse errores diagndsticos con otras entidades como los tumores quisticos

(mucinosos y serosos).
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Carcinoma anapléasico
El carcinoma anaplasico es un tumor muy raro que, debido a la necrosis,

puede aparecer bajo la forma de cualquier tumor quistico pancreatico.

TUMORES ENDOCRINOS

Los tumores endocrinos tienen una incidencia muy baja (1 — 2% de todos los
tumores pancreaticos). Tanto los funcionantes como los no funcionantes se
presentan generalmente como tumores solidos, aunque en menos del 1% de los

casos parecen similares a cualquier “tumor quistico”.

Tumores quisticos

Los tumores quisticos secundarios del pancreas exocrino son: el

pseudoquiste, el quiste congénito y el quiste linfoepitelial.

Pseudoquiste

Representan el 90% de las lesiones quisticas del pancreas. Se puede
localizar fuera del pancreas especialmente asociado a la pancreatitis cronica. Su
aspecto muestra una pared fibrosa sin lamina epitelial. Cuando la lesién presenta
septos, es indistinguible de los tumores quisticos, especialmente con el tumor
guistico mucinoso y el tumor pseudopapilar en su variante quistica. El curso clinico
de la pancreatitis nos ayudara en el diagndstico de esta entidad. Si el pseudoquiste

se asocia al adenocarcinoma ductal, éste Ultimo puede pasar desapercibido.
23



Quiste congénito

Su caracteristica fundamental es la falta de comunicacién con el “arbol
ductal”’ y la presencia de una lamina epitelial. La mayoria de las veces supone un
hallazgo incidental dado que, por lo general, es de pequefas dimensiones. Pueden
ser unicos, planteandose el diagnéstico diferencial con el tumor mucinoso papilar
intraductal. Las técnicas de ERCP y la CPRM pueden demostrar si hay o no
comunicacion ductal. Si las lesiones son multiples, generalmente se asocian a la

enfermedad de Von Hippel Lindau o a la enfermedad poliquistica del adulto.

Quiste linfoepitelial

El quiste linfoepitelial, también, como en el caso anterior, es un hallazgo
incidental, presentdndose como una masa quistica con pared fina e indistinguible de

otras lesiones quisticas pancreaticas.

Otras lesiones pancreaticas

Existen otras lesiones quisticas no habituales como los quistes endometrial,
parasitario o enterdgeno, por ejemplo, que pueden ser similares en su presentacion
y el diagndstico lo confirmara el estudio histoldgico. ElI absceso puede resultar
facilmente diferenciable del tumor por la historia clinica (pancreatitis aguda, fiebre) y

los hallazgos radiolégicos (burbujas de gas en un 25% de los casos).
24



Aun cuando con el progreso de las técnicas radiolégicas (principalmente los
USE, la TC y la RM) logramos diagnosticar un gran numero de tumores
pancreéticos, en algunos casos a pesar de los datos clinicos, radiolégicos e incluso
los hallazgos citolégicos, nos podemos encontrar sin un diagnéstico de certeza.
Esto es consecuencia de la gran variedad de tipos celulares existente, y significa,
en muchos casos, que nos encontramos ante un verdadero “reto” diagndstico. La
colaboracion multidisciplinar de todos los servicios implicados como digestivo,
cirugia, oncologia, radiologia y anatomia patologica, permitirdA un adecuado

diagndstico y tratamiento de estos pacientes con tumores quisticos de pancreas.
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2. ADENOCARCINOMA DUCTAL DEL PANCREAS

2.1. EPIDEMIOLOGIA E INCIDENCIA

A partir de la segunda mitad del Siglo XX, los casos de cancer de pancreas
se han incrementado a nivel mundial, convirtiéndose en la cuarta causa de muerte
en los EE.UU, superados sélo por los canceres de pulmon, colorrectal y mama. El
cancer de pancreas supone entre el 2 y el 5% de todas las muertes por cancer,
calculandose una supervivencia a los 5 afios muy baja, por debajo del 5%. En
Espafia la mortalidad por esta causa es la mas baja de Europa con 3/100000
habitantes por afio, situandose en quinto lugar en los hombres y en el décimo en las

mujeres, estadisticas muy similares a las de Grecia y Portugal.
El término carcinoma de pancreas engloba a todos los adenocarcinomas de

origen ductal o estructuras intimamente relacionadas (ampolla de Vater), la mayoria

de las cuales, en torno al 75%, se localizan en la region de la cabeza pancreatica.
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2.2. CLINICA

ETIOLOGIA

Son varios los aspectos etioldgicos implicados, aunque nuestro conocimiento

sobre ellos es, en realidad, bastante escaso.

1. Sexo: mayor incidencia en hombres, con proporcion 2:1. Aunque

aumenta en mujeres con la edad, especialmente sobre los 70 afios.?”

2. Edad: el 80% de los casos se dan entre los 60 y 80 afos, siendo
infrecuente que se presente antes de los 40 afos, con porcentajes para

esta edad inferiores al 2%.?Y

3. Raza: es mas frecuente en los paises occidentales e industrializados,
aunque existen grandes diferencias geogréficas. En la raza negra es mas

abundante.®?

4. Tabaco: aparece, en diversos estudios, como el factor de riesgo mas
constante, de modo que el consumo de cigarrillos llega a doblar el riesgo
de padecer cancer de pancreas, probandose la relacion entre el tumor vy el
namero de cigarrillos consumidos. Ademas aumenta el riesgo si se asocia
con café y alcohol. La edad media de aparicion del cancer de pancreas en

fumadores es de 10 a 15 afios antes que en los no fumadores.®
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5. Alimentacién: constituye un factor de riesgo la alimentacién proteica y
grasa, con déficit de vegetales, ademas se ha detectado cierta relaciéon

entre la dieta de cada regién y la aparicién del cancer de pancreas®® ¢,

6. Ingesta de café: a pesar de las muchas controversias originadas por este
factor, se admite una correlacion entre el cancer de pancreas y la ingesta
de café, estimandose que el riesgo de manifestarse el cancer aparece a

partir del consumo de cinco tazas de café por dia.®® ¢7) 8

7. Litiasis biliar y colecistectomia: es aceptado por una parte de la
practica médica como factor predisponente, aunque no es seguro

estadisticamente.®

8. Substancias industriales: se ha detectado un mayor riesgo en trabaja-
dores del metal e industrias quimicas, en las que se manejan substancias

alquilantes a partir de 10 afios de actividad laboral.%"

9. Pancreatitis cronica: la existencia de un tipo de pancreatitis cronica
familiar es conocida a partir de los afios setenta del siglo pasado. Dicha
inflamacion es heredada con un rango autosémico dominante de
penetracién incompleta. Se ha comprobado que una tercera parte de los
miembros de familias afectadas de pancreatitis cronica familiar desarrollan
canceres de pancreas, aun cuando otros miembros de la misma familia no

resultan afectados.
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Respecto a la pancreatitis cronica no hereditaria la experiencia se muestra
contradictoria, por lo que parece que su correlacion es aceptable; sin
embargo, puede afirmarse que ambas enfermedades tienen factores
etiolégicos comunes y por la semejanza clinica es dificil establecer una
diferencia diagnéstica. También esta admitido que el cancer de pancreas

produce una pancreatitis al obstruir el conducto pancreatico.® ¢

10. Diabetes: no queda demostrado que la diabetes pueda elevar el riesgo
de cancer de pancreas, aunque si se admite que el cAncer empeora una
diabetes mellitus preexistente o que puede provocar una de nueva

aparicion. 3 4

11.Cirugia gastrica: las opiniones son a este respecto contradictorias, con
investigaciones que estiman un incremento de riesgo de cancer de
pancreas en pacientes sometidos a cirugia gastrica y otras en las que no

se observa relacién alguna.®®

12. Influencia familiar: parece deberse mas a una relacion casual que a

unos resultados estadisticamente significativos.®® 7

13. Alcohol: el alcohol es un factor coadyuvante en la aparicion del cancer
de pancreas (el riesgo de los bebedores habituales es el doble que

para los que no beben).® 9
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14. Agentes fisicos y quimicos: son varios los productos implicados, como
por ejemplo beta naftilamina y benzidina, exposicion radiolégica,

insecticidas clorados como el lindano y petréleo.“?

15. Anemia perniciosa: se ignora el mecanismo por el cual contribuiria a la
aparicion del cancer de pancreas. En Suecia se han realizado

investigaciones que han detectado una cierta relacion.“?

HISTORIA NATURAL Y CLINICA

La historia del desarrollo natural de este tumor no permite establecer un
grupo de alto riesgo, siendo habitual que el diagndéstico se produzca en fases
avanzadas con invasion de las estructuras vecinas, lo que puede ocurrir mucho
antes de la aparicién de los sintomas, presentando metastasis en el momento del
diagnostico en el 50% de los casos. So6lo un 8% de los pacientes son considerados

quirurgicos, y de éstos el 25% son resecables.

El cancer de pancreas es mas frecuente entre los 60 y 80 afios, dandose muy

raramente por debajo de los 40 afos.
Desde que se inician los primeros sintomas, que suelen ser frecuentemente

muy difusos, por lo que en muchas ocasiones pasan desapercibidos, hasta que se

establece el diagnostico, suelen transcurrir de cuatro a nueve meses.
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El paciente con cancer de pancreas puede presentar varios sintomas, entre los

gue destacan:

Pérdida de peso: es el mas frecuente, acompafado, por lo general, de

anorexia.

Dolor: aparece, entre el 50 y el 90% de los casos en el epigastrio, de inicio
insidioso, intermitente, sordo, vago, irradiado a ambos hipocondrios y en
ocasiones, a la espalda. Suele incrementarse con las comidas y se
acomparfa de plenitud postprandial. Muchas veces ofrece el aspecto de tipo
célico y otras de carécter biliar, sobre todo cuando afecta a la cabeza del
pancreas. A medida que invade los 6rganos vecinos, se acentia mas el
dolor, aumenta por la noche con el decubito y se alivia algo al flexionar las

piernas o al andar inclinado.

Ictericia: junto a los dos sintomas previos constituye la triada mas importante
del cancer de péancreas, siendo mas frecuente y precoz en el cancer de
cabeza, pudiendo ser constante o intermitente. Es debida a la localizacion del
carcinoma en la ampolla de Vater o a la compresion de la porcién del

colédoco intrapancreatico por el tumor.

Trastornos intestinales: puede presentar estrefiimiento, diarrea con

esteatorrea 0 ambas cosas, en el 10-20% de los casos.
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Dispepsias: aparecen en el 25% de los casos de sospecha de enfermedad,

sobre todo si se asocian a otros sintomas.

Debilidad y fatiga: se presentan con cierta frecuencia.

El paciente con cancer de pancreas presenta una serie de signos objetivos,

como son:

Tromboflebitis migratoria y flebotrombosis: aparece en el 50% de los

pacientes que lo padecen, aunque no son signos patognomaonicos.

Hematemesis y melenas: son sintomas tardios, por invasion de duodeno,

estdbmago o por varices esofagicas por hipertension portal.

Signo de Courvoisier: distension de la vesicula, que suele acompafarse de
ictericia y que se presenta como una masa palpable en el hipocondrio

derecho.

Hepatomegalia: aparece en el 90% de los casos que hay ictericia y se debe

a obstruccion biliar y a infiltracién grasa del higado, no supone un factor de

inoperabilidad.

Tumoracién en el abdomen: mas frecuente en el cancer de cuerpo y cola.

Soplo abdominal: a veces se oye por compresion de la arteria esplénica.
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- Ascitis y adenopatia.

- Necrosis grasa: se trata de nédulos blandos en la profundidad de la piel del

tronco y extremidades, aparece en el cancer de células acinares.

- Sindrome por hormonas ectopicas: sobreproduccion de ACTH, ADH.

A veces, el comienzo de la clinica lo constituyen los sintomas debidos a

metastasis; asi, se ha descrito sindrome nefrético por trombosis de la vena renal,

sindrome de Fanconi, etc.

Por otro lado, ante un paciente mayor de 40 afios con pancreatitis aguda sin

causa etiolégica, debemos sospechar la posibilidad de un carcinoma de pancreas.

2.3. DIAGNOSTICO

Es muy dificil el diagndstico del cancer de pancreas en fases iniciales, siendo
por tanto su porvenir muy incierto, por lo que es imprescindible el diagnéstico
precoz con el fin de realizar de forma inmediata la intervencion o en caso de

inoperabilidad, adoptar las medidas oportunas.
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EXAMENES DE LABORATORIO

Muestran alteraciones minimas y poco especificas, como aumento de la
velocidad de sedimentacion, discreta anemia ferropénica con estudio de sangre
oculta en heces positivo y a veces, aumento de los enzimas pancreéticos en sangre
y orina (elastasa 1, amilasa, etc...). En caso de obstruccion biliar, se incrementa la

fosfatasa alcalina y GGT, junto a un ligero aumento de la bilirrubina conjugada.

Respecto a los marcadores tumorales, en la actualidad no son adecuados
para el diagnostico precoz, porque se elevan cuando la enfermedad ya se ha
diagnosticado por otros medios o el tumor no es resecable; asi, el CEA (antigeno
carcinoembrionario) aumenta en el 83% de los canceres pancreaticos, pero también
en otras enfermedades pancreaticas benignas y de otra localizacion ya sean

benignas o malignas. Su positividad suele indicar tumor irresecable.

Por otra parte, el CA19-9 se incrementa de forma mas precoz en el 90% de
los tumores pancreaticos, aungque también en enfermedades pancreaticas benignas,
hepaticas y de las vias biliares. Su sensibilidad es del 79% y su especificidad del
98.5% (el CEA tiene una sensibilidad del 44% y una especificidad del 89%). Parece
gue puede servir como prondstico preoperatorio, ya que valores +/- 600U/cc se
suelen encontrar asociados con diseminacion hematdgena o ganglionar vy
enfermedad avanzada, mientras que los tumores resecables tienen valores en torno
a 100U/cc. Respecto a la supervivencia, se ha detectado que un valor por encima

de 40U/cc a las dos semanas de la intervencion, indica una supervivencia de menos
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de 7 meses. De forma que podemos concluir que el CA19-9 representa el marcador
mas util en el cancer de pancreas para saber los estadios, hacer el seguimiento, un
pronostico y para el diagndstico diferencial. Actualmente existen otros marcadores

en estudio (DU-PAN-2, TAG72/CA 72-4 y SPAN-1)

TECNICAS DE IMAGEN

RX simple de abdomen: En ocasiones se puede manifestar un aumento del

tamafio de la vesicula biliar con una sombra de partes blandas, esplenomegalia,

ascitis, etc...

RX de torax: Puede mostrar adenopatias mediastinicas o diseminacién

hematogena pulmonar.

RX Osea: En este tumor pueden demostrarse metastasis 6seas de tipo osteolitico y

osteoblastico.

Estudio radiografico gastroduodenal: En una tercera parte de los pacientes con

cancer de cabeza de pancreas, puede detectarse un “ensanchamiento del arco
duodenal”’, signo del “arbol invertido” y compresion externa con erosion e
irregularidad del duodeno; en los tumores de cuerpo y cola puede verse deformidad
y aplanamiento del antro gastrico y rigidez del estbmago o bien desplazamientos del

colon y estbmago.
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Ecografia abdominal: La ultrasonografia puede mostrar masas generalmente por

encima de los 2 cm. Es la primera exploracion que debe realizarse ante la sospecha
de un céncer de péancreas, siempre teniendo en cuenta que la obesidad y la
presencia de gas intestinal pueden dificultar la vision de la glandula. Aunque
ecograficamente es posible que aparezcan con distintos patrones, en la mayoria de
los casos se observa una masa poco ecogénica que distorsiona la morfologia
normal del pancreas, siendo las zonas de mejor visualizacion la cabeza y el cuerpo.
La ecografia puede también ayudarnos a detectar diseminacion metastasica

hepatica, en el 45-50% de los casos en la primera visita del paciente.

Por otra parte, la obstruccion de la via biliar aparece en torno al 60-90% de
los casos de carcinoma de cabeza de pancreas, de forma que los ultrasonidos
demuestran bien el signo del doble conducto con dilatacién del colédoco y del
Wirsung, aungque ésto también lo podemos observar en la pancreatitis cronica. Para
esta técnica se reconoce una sensibilidad del 76-83% y una especificidad en torno

al 90%.

TAC Abdominal. Es la técnica de mayor precision para el diagnostico y su

resecabilidad, ya que proporciona informaciéon sobre la afectacion de ganglios
regionales (preadrticos, en la region pericardica y periaortica), invasion de érganos
vecinos y la grasa peripancreatica, trombosis de la vena esplénica o mesentérica y

la presencia de metastasis hepaticas y carcinomatosis peritoneal.
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El TAC tiene una fiabilidad diagndstica entre el 83 y el 94% para el carcinoma
pancreédtico con un valor predictivo positivo para determinar la resecabilidad en
torno al 80% y una sensibilidad y especificidad en torno al 70%; sin embargo, entre
el 15y el 20% de los pacientes tienen hallazgos no especificos de una masa en los

que el diagnéstico debe apoyarse en otros métodos.

Ambos, ecografia y TAC, representan la Unica posibilidad de diagnosticar el

tumor, ya que éste, a menudo, se rodea de una reaccion citoldgica inflamatoria.

Colangio pancreatografia retrégrada endoscépica (CPRE). Ante una ecografia o

TAC normal en un paciente con alta sospecha clinica o ante una imagen dudosa de
cancer de pancreas, lo mejor es realizar una CPRE que, al opacificar las vias
biliares y pancreaticas, permite ver la dilatacion de la via biliar con la zona
estendtica y la interrupcion brusca del conducto de Wirsung, dato que es
practicamente el diagnostico de cancer de pancreas. Ademas la CPRE permite
tomar una biopsia de la zona ampular. Se le reconoce una sensibilidad en torno al
92%, una especificidad del 96% y parece que la biopsia pancreatica dirigida por

CPRE, tiene también una alta fiabilidad diagnostica.

Arteriografia selectiva pancreatica. Se trata de un excelente método para valorar

la afectacion vascular y conocer las posibles variantes anatomicas; en el pasado fué
la técnica mas utilizada para el diagndéstico del tumor y su extensiéon, sin embargo,
dado su caracter invasivo, en la actualidad ha quedado relegada a los casos en los
gue no se ha logrado establecer el diagnéstico o no ha quedado demostrada la

resecabilidad del tumor.
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Inmunoescintigrafia. Una posibilidad de mejorar el diagnostico precoz aparece

con el uso de los anticuerpos monoclonales para detectar antigenos asociados a
tumores; como la inmunoescintigrafia en la deteccion del cancer de pancreas es
relativamente baja, al menos de momento, es necesario un tiempo para que estos
resultados se equiparen a los obtenidos en el cancer de colon y recto con una

precision de hasta el 90%.

Laparotomia - Laparoscopia de estadificacion. La laparoscopia resulta una

técnica sensible y especifica, especialmente (til para apreciar una diseminacion
peritoneal no visible en el TAC, sin embargo es un procedimiento invasivo que
requiere anestesia general y constituye, en ultima instancia, la prueba diagndstica

concluyente.

Puncidén aspiracion aguja fina. (PAAF) Esta prueba guiada por ecografia o TAC

es una técnica de gran valor diagnéstico, permitiendo al mismo tiempo el
diagndstico anatomopatoldgico en la mayoria de los casos. La sensibilidad alcanza
el 83% y su especificidad es absoluta del 100%. La causa principal de falsos
negativos es el error en la toma de la muestra y sus complicaciones son

anecdoéticas.
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ANATOMIA PATOLOGICA

Como todos los tumores el cancer pancreatico es una enfermedad
genética que precisa del concurso secuencial de varios genes activadores y
supresores para que se instaure la neoplasia. Este tumor tiene un comportamiento

biologico diferente a otros, lo que hace que su prondstico sea muy negativo.

El adenocarcinoma ductal infiltrante de pancreas representa mas del
80% de los tumores pancreéticos Antes de desarrollarse dicho tumor, se observan
unas lesiones en los conductos pancreaticos que se consideran lesiones
premalignas y que han sido denominadas tradicionalmente de muy distintas formas,
lo que dificultaban el entendimiento entre patélogos. Para solucionar esta situacion,
en septiembre de 1999, patrocinados por el Instituto Nacional del Cancer de
EE.UU., se reunieron en Park City un grupo de patdlogos expertos en pancreas y
basandose en criterios citonucleares y alteraciones de la arquitectura del epitelio,
propusieron una nomenclatura para designar a estas lesiones como neoplasias
intraepiteliales pancreaticas,*? estableciendo varios grados y los criterios

fundamentales para su clasificacion:

= PanIN-1A. Lesiones epiteliales planas compuestas por células columnares
altas con nucleo basal y abundante mucina supranuclear. Los nudcleos son
pequefios, redondeados u ovales. Cuando son ovales estos nucleos estan

orientados perpendicularmente a la membrana basal.
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= PanIN-1B. Lesiones epiteliales papilares, micropapilares o con arquitectura

basal pseudoestratificada. Lo demas igual a PanIN-1A

= PanIN-2. Lesiones epiteliales mucinosas, a veces con arquitectura plana,
pero casi siempre papilar. Anormalidades citonucleares, pérdida de la
polaridad, nucleos alargados, pseudoestratificacion e hipercromatismo.

Mitosis escasas y sin atipias.

= PaniIN-3. Lesiones con arquitectura papilar o micropapilar, raramente planas.
Estructura cribiforme, restos de células epiteliales en la luz y necrosis
luminar. Citologicamente hay pérdida de polaridad del ndcleo, células
caliciformes distréficas, mitosis a veces anormales, irregularidades nucleares
y nucleolos prominentes. Estas lesiones recuerdan al carcinoma in situ, no

hay invasion de la membrana basal.

En las resecciones de adenocarcinomas ductales pancreaticos es frecuente
encontrar lesiones de este tipo en los bordes del tumor en un porcentaje que Hruban
y colaboradores establecen en un 75% de PanIN-1, 65% de PanIN-2 y 50% de

PanIN-3.4%
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ESTADIOS DEL ADENOCARCINOMA DUCTAL PANCREATICO

En el estudio de las piezas de reseccion del adenocarcinoma ductal uno de
los pardmetros mas importantes es evaluar el estadio. La OMS®“? en el afio 2000
estableciéo un modelo de estadiaje basado en los criterios propuestos por Kléppel y
colaboradores® que en 1985 combinaban la diferenciacion glandular, la produccién
de moco, la atipia nuclear y la actividad mitética. Cada uno de estos parametros
eran evaluados por separado con una valoracion de 1 a 3 y la suma se dividia por 4.
Este sistema, demasiado complejo para la practica diaria, tuvo poco éxito. Por otra
parte los patologos del Este, especialmente de Japdn, utilizaban otros parametros,

lo que provocaba discrepancias substanciales en la aplicacién del estadiaje.
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Adsay y colaboradores® en el afio 2005 proponen un estudio de extensién
similar al sistema de Gleason para el carcinoma prostatico. Las ventajas del mismo

son:

» Es facilmente adaptable, por ser similar al de Gleason con el que muchos
patélogos ya estan familiarizados.

= Es un puente entre las propuestas de los patdlogos del Este y del Oeste.

* Incorpora la heterogeneidad del adenocarcinoma (los diferentes patrones son
evaluados por separado)

= Es préctico.

= Aplicable a la investigacion.

Este sistema de estadificacion refleja las caracteristicas del adenocarcinoma

ductal y establece varios patrones:

» P1. Glandulas bien definidas y con bordes bien limitados.
» P2. Glandulas deficientemente formadas o fusionadas (arquitectura
cribiforme), con bordes mal definidos.

= P3. Patrones no glandulares, infiltracion celular individual o patrén soélido.

En cada caso son evaluados un patron predominante (mayor) y otro patron
(menor) y con la puntuacion obtenida de la suma del patron dominante y el

patrén secundario se establece un grado:
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* G1 o bien diferenciado con puntuacion igual o inferior a 3.
» G2 o moderadamente diferenciado con puntuacion de 4.

= G3 o pobremente diferenciado, con puntuacion igual o superior a 5.

La experiencia ha encontrado una correlacion significativa entre el grado y la

supervivencia:

= Supervivencia de un afio: G1 68%, G2 44% y G3 33%.
= Supervivencia de dos afnos: G167%, G2 11% y G3 0%.
= Supervivencia a tres afos: G1 23%, G2 4% y G3 0%.

La supervivencia media fué de 22 meses para G1, 14 meses para G2 y 8

meses para G3.

TRATAMIENTO QUIRURGICO

En la actualidad, la mejor opcion para el tratamiento del cancer de pancreas
es la cirugia, pero la reseccion tumoral con intencién curativa s6lo es posible en
algunos casos ante tumores de la cabeza pancreatica y en menor medida en
tumores de cuerpo y cola. Ademas de la cirugia contamos con otras posibilidades

como la Quimioterapia y la Radioterapia dentro de los tratamientos no quirargicos.
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La opcién técnica mas frecuentemente empleada es la operacién de
Whipple o pancreaticoduodenectomia cefélica, que tiene una supervivencia
global a los 5 afios del 16-18%, pero que no estd exenta de una alta
morbimortalidad. Es la técnica mas empleada en tumores de la cabeza pancreatica,
ampulares y de colédoco distal. Sin embargo, ante un tumor de la cola pancreatica
se prefiere una pancreatectomia distal. Los tumores del cuerpo pancreético son
dificilmente resecables debido a la infiltracion precoz de los vasos mesentéricos o

de la vena porta.

En pacientes con marcada ictericia, es recomendable realizar el tratamiento
en dos fases, una inicial con vistas a eliminar la obstruccién responsable de la
misma, bien mediante derivacion o por puncion trasparietohepatica y una segunda

resectiva propiamente dicha.

El siguiente problema con que se enfrenta el cirujano, consiste en valorar la
eficacia de la resecabilidad del tumor; pueden considerarse irresecables aquellos
tumores con metastasis a distancia, tumores con afectacion portal 0 mesentérica,
tumores que invaden los linfaticos del territorio de la mesentérica superior,
portobiliares o celiacos, o si pueden resecarse los tumores con afectacién de las

cadenas linfaticas del colédoco, esplénica, pancreaticoduodenal o yuxtapilérica.

Hasta hace poco, en el tratamiento del cancer de péancreas, se usaba
principalmente la cirugia paliativa, derivativa (by-pass) sobre la cirugia resectiva
pancreatectomia, lo cual era motivado por la elevada mortalidad hospitalaria

secundaria a las resecciones de la glandula y las multiples complicaciones
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postoperatorias, sobre todo debidas a la anastomosis entre el remanente

pancreético y el yeyuno.

La disminucion de la morbimortalidad postoperatoria se debe, en buena parte,
a la nutricién parenteral total y una adecuada seleccién de los pacientes. Algunos
autores atribuyen también un papel importante en esta reduccién al empleo de

suturas mecanicas.

En cuanto a la supervivencia a los cinco afios, es del 40% para los tumores
periampulares, pero cercana al 0% para los adenocarcinomas. Si hablamos de
reseccion paliativa o de cirugia derivativa (by-pass) sin reseccion, la supervivencia
no supera los dos afios en ningun grupo, pero parece que la calidad de vida es

mejor en el segundo grupo frente al de pacientes resecados con intencién paliativa.

Operaciones _derivativas (by-pass): Su principal indicacion es en tumores

inoperables con vistas a solucionar las obstrucciones, mejorando de esta forma la

calidad de vida de estos pacientes que tienen una supervivencia esperada de 6 al2

meses.

Respecto a las técnicas derivativas se han desarrollado varias:

1. Colecistoyeyunostomia: no requiere anastomosis entérica, se trata de

una técnica sencilla y rapida, es imprescindible que el cistico sea permeable.
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2. Coledocoyeyunostomia latero-terminal en Y de Roux, muy util en
pacientes con vesicula escleroatréfica, sin vesicula o en casos de cistico

impermeable.

3. Coledocoduodenostomia, operacion rédpida y con muy buenos

resultados, exige que el duodeno no esté obstruido.

4. Gastroenterostomia, es una técnica eficaz en casos de obstruccion de

duodeno o estdbmago por el tumor.

5. Pancreaticoyeyunostomia, anastomosis entre el Wirsung y el yeyuno,

disminuye el dolor, aunque aumenta la morbimortalidad.

Para paliar el dolor se han empleado diferentes técnicas y/o agentes

guimioterapicos, como la vaguectomia, reseccion de esplacnicos, o infiltracion

anestésica del plexo esplacnico.

Operaciones resectivas: Se refieren a intervenciones en las que se extirpa parte

de la glandula pancredtica o la totalidad de la misma, no siendo infrecuente que se

resequen vasos del sistema portal 0 mesentérico.

Este tipo de cirugia persigue la curacién del cuadro, sin embargo la cirugia
pancreatica con intencion curativa es posible en menos del 10% de los casos.
Cuando lo es, la supervivencia a los cinco afos es del 33%, frente al 5% a los tres

afios y 0% a los cinco afios en pacientes con cirugia no curativa.
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1. Pancreatectomia cefalica.

Duodenopancreatectomia cefélica. Operacion de Whipple. Es la operacion de
eleccién para el carcinoma de ampolla, del conducto biliar terminal o de la segunda

porcion doudenal.

La primera intervencién consiste en la realizacion de un Kocher amplio para
movilizar el duodeno, se diseca el epiplon menor exponiendo el colédoco, la arteria
hepética, la arteria gastroduodenal y la vena porta. Se identifican la vena
mesentérica superior en el borde inferior del pancreas. Se debe intentar pasar con el
dedo desde la vena porta a la mesentérica superior por detrds del pancreas, en

caso que sea posible, se considera que la reseccion es factible.

La reseccion comprende:

- Ligadura de la arteria gastroduodenal.

- Gastrectomia subtotal.

- Seccibn del colédoco.

- Seccibn del yeyuno por debajo del angulo de Treitz.

- Seccibn del pancreas a nivel del cuello por encima de la vena porta.

- Ligadura de las pequefias ramas mesentéricas y portales.

- Reconstruccion: Existen diferentes montajes. Anastomosis colédoco-
yeyunostomia término-lateral con o sin telescopaje y gastroyeyunostomia

latero-lateral Billroth II.
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El principal problema que plantea esta técnica es la elevada morbilidad
derivada, principalmente, de las fistulas pancreaticas que aparecen en el 20% de los
pacientes. Otros autores critican a esta técnica la posibilidad de nuevos tumores en

el remanente pancreatico y cancer multicéntrico.

2. Pancreatectomia total

Es una técnica més radical que evita problemas de dispersion tumoral y
multicentricidad, consigue una mayor extirpacién ganglionar y elimina problemas
derivados de la anastomosis pancreética. La intervencion afiade a la operacion de
Whipple la realizacibn de una pancreatectomia izquierda o distal, y en la
reconstruccibn no se requiere la anastomosis pancreatico-yeyunal. En el
postoperatorio es necesario el uso de insulina, unas 15-20 U.l./dia, también la

aportacion de enzimas pancreéticos y se recomienda una dieta pobre en grasas.

3. Pancreatectomia distal o izquierda.

Empleada en tumores de cuerpo y cola pancreaticos. Se debe suturar el
remanente pancreatico con puntos sueltos, prestando especial atencion al ducto
pancreatico. Dicha técnica estd asociada, en la mayoria de los casos, a

esplenectomia, si bien en ocasiones puede evitarse.
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4. Pancreatectomia regional

Se trata de una técnica mas agresiva con una mortalidad postoperatoria del
16%, pero que consigue supervivencias al afo del 62% frente al 36% que consigue

la operacion de Whipple.

Existen tres tipos de resecciones O, I, Il, que implican mayor grado de
agresividad, asi en el tipo Il se reseca un segmento de la arteria mesentérica
superior con posterior anastomosis, Io mismo ocurre con la arteria hepéatica y el

tronco celiaco.

Indicaciones quirurgicas en funcion del estadio tumoral

Estadio I: Tumor localizado en pancreas.

Estadio Il: Tumor invadiendo estructuras vecinas (duodeno, estémago, etc...).
Estadio Ill: Invasion de linfaticos regionales.

Estadio IV: Metastasis distantes.

Ante pacientes estadio | y Il, debe intentarse la reseccién definitiva siempre

gue sea posible, dado que mejora la supervivencia.

Enfermos estadio Ill, pueden ser susceptibles de reseccion extendida a los
territorios ganglionares afectos, aunque en estos pacientes también esta permitida
la cirugia derivativa, por cuanto la supervivencia en ambos casos es similar y las

técnicas derivativas comportan una menor morbimortalidad.
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En pacientes con tumores estadio 1V es aconsejable realizar cirugia derivativa

gue palie las obstrucciones gastrointestinales o biliares.

TRATAMIENTO NO QUIRURGICO

Quimioterapia. Varios ensayos clinicos y dos meta-analisis han demostrado
impacto significativo en la supervivencia y beneficio en los sintomas relacionados
con la enfermedad cuando se administra quimioterapia en el cancer de pancreas

avanzado, frente a los mejores cuidados de soporte.

Diversos quimioterpicos han sido utilizados como agentes Unicos en
monoterapia, como la gemcitabina, 5-FU, capecitabina, S1, antraciclinas,
estreptozotocina, ifosfamida, taxanos topotecan e irinotecan. Todos ellos han
demostrado una actividad limitada, asociando tasas de respuestas en torno al 10%

y medianas de supervivencia de 6 o 7 meses.

Las combinaciones de quimioterapia asocian tasas de respuestas mas altas,

aunque sin un claro beneficio en la supervivencia, con algunas excepciones.

Existen distintos esquemas de quimioterapia en combinacion que han

demostrado este beneficio y que representan el tratamiento estandar actual.
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Estos esquemas se seleccionan en funcion de la toxicidad esperable, el

estado general del paciente segun las escalas ECOG vy la preferencia del paciente.

En primera linea de tratamiento y para pacientes con ECOG 0 o 1, y con
niveles de bilirrubina < de 1,5 veces el limite superior de la normalidad, el esquema
mas utilizado es la combinacion de oxaliplatino, irinitecan y la infusién 5-FU
modulado con &cido folinico, denominado esquema FOLFIRINOX“" (oxaliplatino 85
mg/m2 en 2 h., irinotecan 180 mg/m2 en 90 min, acido folinico 400 mg/m2 en 2 h.y
5-FU 400 mg/m2 en 5 min. seguido de 2400 mg/m2 en infusién continua de 46
horas), todo ello administrado via intravenosa y repetido cada 14 dias. Este
esquema aporta un beneficio significativo tanto en la tasa de respuestas, como en la
supervivencia libre de progresion y en la supervivencia global comparado con la

administracion de gemcitabina en monoterapia (grado de evidencia 2B).“®)

Otras alternativas aceptables y menos téxicas son las combinaciones de
gemcitabina con nab-paclitaxel “® (gemcitabina 1000mg/m2 iv y nab-paclitaxel 125
mg/m2 iv, los dias 1, 8 y 15 cada 28 dias), o gemcitabina con capecitabina
(gemcitabina 1000 mg/m2 iv semanal, dias 1, 8 y 15 cada 28 dias y capecitabina

830 mg/m2 via oral, dos veces al dia durante 21 dias cada 28 dias).®”
Para pacientes con un ECOG 2= 2 es preferible la utilizacién de gemcitabina

en monoterapia o0 S1 oral en monoterapia en aquellos paises en los que se

encuentra autorizado.
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En segunda linea de tratamiento y para aquellos pacientes que siguen
manteniendo un buen estado general y que han progresado a esquemas con
gemcitabina, sigue siendo beneficiosa la administracion de quimioterapia (grado de
evidencia 2B), siendo el régimen optimo la administracion de oxaliplatino iv en
combinacién con la infusion de 5-FU y acido folinico, denominado esquema
FOLFOX (Oxaliplatino 85 mg/m2 en 2 h., acido folinico 400 mg/m2 en 2h. y 5-FU
400 mg/m2 en 5 minutos seguido de 2400 mg/m2 en infusion de 46 horas , iv cada

14 dias).®

En pacientes que han progresado tras la administracion de FOLFIRINOX, el
tratamiento 6ptimo, si bién no esta definido, para aquellos pacientes que conservan

buen estado general, una opcién razonable es la gemcitabina en monoterapia.

Radioterapia. Esta técnica se observa como una opcion paliativa en los
tumores no resecables. Las dosis suelen ser de 6000 a 7000 Rads. Durante 7 a 9
semanas. Cuando se asocio la Radioterapia con 5-Fluoruracilo, mejoraron tanto la

supervivencia como los efectos paliativos.®?

2.4. INMUNOHISTOQUIMICA

Es un método basado en un grupo de técnicas de tincion de las reacciones
inmunoenzimaticas que nos permiten demostrar una variedad de antigenos usando

anticuerpos mono 0 policlonales, presentes en los distintos tejidos.
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Para que ésta reaccidbn sea visible es necesario haber marcado los
anticuerpos con una substancia que tenga la propiedad de absorber 6 emitir luz 6

producir una determinada coloracién que nos sirve para su identificacion.

Hay muchos métodos de tincidbn inmunoenzimatica que pueden usarse

dependiendo del antigeno que queramos localizar.

Estas técnicas necesitan muestras en fresco y congeladas, sin haberse
hecho la fijacion habitual ya que los antigenos siempre estdn presentes en
superficies celulares y son muy labiles a la accion de los distintos fijadores, como

sucede con la fijacién por formalina.

Estas técnicas enziméaticas de inmunohistoquimica nos han permitido ver una
localizacion mas precisa de las reacciones. Esta tincidbn es permanente y nos da la
posibilidad de archivar el material durante afios sin perder los resultados de la

reaccion.

2.5. MARCADORES GENETICOS. ONCOGENES IMPLICADOS

Las alteraciones genéticas mas frecuentes descritas en los tumores
pancreaticos son las del oncogén K-ras, las del gen supresor de tumores p-53, la
pérdida de alelos del cromosoma 18 (smad4) y el gen p-16. Estas alteraciones

genéticas se describen a continuacion.
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2.5.1. El oncogen K-ras

Segun algunos estudios, entre el 60 y el 100%.%2 &9 9 de |os carcinomas
de pancreas contienen, con frecuencia, mutaciones en el codon 12 del gen K-ras.
Aunque también es cierto que existen variaciones segun la poblacién y el método de

estudio.

Esta alteracion del gen K-ras, se encuentra tanto en las lesiones
preneoplasicas como en las méas avanzadas.®® ©” La presencia en las primeras
fases del proceso neoplasico y la gran incidencia de estas mutaciones podria
significar que la alteracién de este gen tiene gran importancia en la formacion de

canceres pancreaticos en humanos.

La mayor parte de los céanceres de pancreas analizados presentan
mutaciones en el codon 12 del gen K-ras, mientras que so6lo unos pocos la
presentan en el codon 13. Contrastan estos resultados con los encontrados en
cancer de colon, donde la proporcion de mutaciones en el codén 13 es bastante

mas frecuente.®®

En el coddn 12 se describen las siguientes sustituciones:
e Acido aspartico (50%)
e Valina (30%)

e Cisteina (6%)
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En cualquier caso, la sustitucion de serina y alanina son poco frecuentes en
el codon 12. En el coddn 13, la sustitucion mas frecuente es también la del acido

aspartico.

En funciébn de la poblacion que se estudie, varia la frecuencia en que
aparece la sustitucién de la arginina y de la cisteina. La diferencia en los resultados

podria deberse a diferentes caracteristicas étnicas o bien a influencias ambientales.

A diferencia del cancer de pulmon, en el que la sustitucidn mas frecuente es
la transicion G-T, en el cancer de pancreas, igual que en el de colon, la transicion de

G-A es la que se presenta con mas frecuencia. ¢

El cambio que aparece en los canceres de pulmon esté ligado a la accion de
los carcinogénicos del humo del tabaco.®” Sin embargo, en el caso de los canceres
de colon y pancreas, su similitud sugiere un posible papel genotoxico de

determinados componentes de la dieta como causantes de estas mutaciones.®

El gen K-ras estd mutado en casi un 77% de las lineas celulares tumorales
pancreaticas descritas, como sucede en los tumores primarios. Estas mutaciones
son muy similares a las de los tumores primarios, siendo las mas frecuentes los

cambios en el acido aspartico, seguidos de valina y alanina.

Los tres genes de la familia ras (N-, H- y K-ras), codifican cuatro proteinas de

21Kda (N, H, K4A y K4B) que presentan una elevada afinidad por los nucleétidos de
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la guanina. Estas proteinas actian como mediadores de la sefial entre los
receptores tirosina-quinasa, que activa la expresion de las proteinas nucleares que
controlan la expresion genética y la sintesis de proteinas. Este mecanismo de
activacion transcripcional es inducido por factores de crecimiento y fundamental

para la regulacién de la proliferacion y de la diferenciacién celular.©? ¢2

Las proteinas Ras tienen actividad GTPasa y propiedades intercambiadoras
intrinsecas entre los nucledtidos GDP/GTP; son funcionalmente activos cuando se
encuentran unidos a GTP e inactivos cuando se encuentran unidos a GDP. Por otra
parte, las mutaciones en el codén 12, 13 y de los genes ras, provocan la activacion

constitutiva de la proteina generando constantemente una respuesta.®?

Encontramos mutaciones de K-ras en el 10-30% de las lesiones en PanIN-1,

el 45% en PanIN-2y el 85% en PanIN-3.6% ©©)

2.5.2. Gen supresor p53

El gen supresor p53 se encuentra alterado con una frecuencia del 50% en los
tumores humanos. Mas del 90% de las mutaciones descritas en este gen estan
localizadas en el ax6n 5b. Hay que tener en cuenta, en este contexto, que en el
caso del cancer de pancreas el gen p53 presenta una frecuencia de mutacion que

varia entre el 30% y el 60% segun la poblacion de estudio.
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Por otra parte, mas del 90% de las mutaciones descritas en estos tumores
son cambios de aminoéacidos.®” ©®® Dichos cambios pueden ser tanto en transicién
como transversién, aunque ocasionalmente pueden detectarse delecciones,
inserciones o cambios de Splicing. (union de dos fragmentos del DNA catalizado por

una ligasa).®? (0 (")

Diversos estudios han asociado la presencia de mutaciones en el gen p53 en
los tumores de péncreas con la pérdida del alelo normal. Esta asociacion no se
encuentra en todas las poblaciones.® ¥ En las lineas celulares pancreéticas, el
gen p53 se encuentra alterado en un 72,5% de los casos y en una proporcion similar
se detecta una acumulacion anomala de proteina; se ha descrito también la
presencia de doble o multiples mutaciones en 5 de las 29 (17%) lineas que presenta
el gen alterado.” (™ () | 3 proteina p53, es una fosfoproteina nuclear que actlia

basicamente como supresora del crecimiento celular.””

La localizacion celular de esta proteina varia durante las diferentes etapas del
ciclo. Por lo general se encuentra en el citoplasma y entra en el nacleo en la
transicion de la fase G1/5, con el fin de completar la fase G2/M."® La presencia de
la proteina p53 no es crucial para la regulacion del ciclo celular normal, una de las
principales funciones de dicha proteina es la regulacion del ciclo celular en el que
existe dafio genético. Asi la proteina p53 promueve la parada del ciclo celular en
fase G1 e inhibe la expresion del gen p21, un inhibidor universal de los complejos
ciclicos—cdks, que permiten iniciar los mecanismos de reparacion celulares. La p53
es capaz de inducir la reparacion del dafio al DNA o apoptosis en respuesta a

grandes lesiones del DNA generadas por agentes genotéxicos, tales como la luz
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ultravioleta o la radiacién gamma.® La reparacién del dafio genémico es regulada
via GADDA45, y la capacidad de las células para activar dicha via en respuesta a la

radiaciones ionizantes depende de la presencia de la proteina p53 normal.

Las células que presentan una forma mutada de la proteina no pueden dar
lugar a la parada en G1 y acumulan multiples mutaciones que aceleran la

transformacion neoplasica.®” ¢4

Ademas de detener el ciclo cuando hay lesiones en el DNA y provocar la
apoptosis, la proteina p53 tiene también otras funciones, como factor de
transcripcion de genes del ciclo celular (p21, GADD45, mdm2) ®? o la inhibicion de
la expresion de genes de células y virus.®® ® Dicha proteina p-53 se encuentra

solamente en lesiones en PanIN-3. ©% €9

2.5.3. Gen smad (dpc4)

El andlisis de los alotipos ha permitido su identificacibn en una parte del
cromosoma 18 y una elevada tasa de pérdidas alélicas (90%) en este tipo de
tumores.®” El estudio de la regién ha conducido a la identificacién de un nuevo gen
supresor, el smad d4. Este gen se encuentra localizado en el brazo largo del
cromosoma 18, en una zona que presenta delecciones en homocigéticos en el 30%
y en heterocigéticos en el 22% de tumores pancreéticos.®® ©®9 Esta incidencia
puede variar segun la poblacién analizada.®® Hay estudios que parecen

determinar la incidencia de pérdidas y mutaciones de este gen, pero la gran
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cantidad de tejido normal en los tumores pancreéticos dificulta el mencionado
analisis. Los modelos animales son particularmente importantes en el estudio de

este tipo de genes.

Dicho gen aparece en fases tardias de la tumorogénesis y en un 30% de las

lesiones en PanIN-3 asi como en el carcinoma invasivo.®% 2

2.5.4. El gen p-16

Este gen supresor se encuentra localizado en el cromosoma 9p, y esta
inactivado en el 95% de los casos, siendo el gen que con mayor frecuencia vemos
en este estado en el cancer de pancreas.®® La proteina p-16 cumple una funcién
decisiva en la regulacién del ciclo celular y su inactivacién anula el control sobre
este proceso. Es un marcador temprano de tumorogénesis. Por otra parte, la
ausencia de proteina p-16 se encuentra en un 33% en PanIN-1, en un 55% en

PanIN-2 y 70% en el PanIN-3.689 %)

Todos estos datos evidencian que las alteraciones estructurales son

mayores que las numéricas. Las anomalias mas frecuentes se encuentran:

en el cromosoma 9p en el 70% de los casos (p16).
en el cromosoma 17p en el 77% de los casos (p53)
en el cromosoma 18q en el 75% (smad-4)

en el cromosoma Y en el 76% de los casos.
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El estudio mediante iIFISH revela la heterogeneidad del adenocarcinoma
ductal pancreéatico en casi todos los pacientes. La imagen muestra la deleccién de la

region 9p21 (p16) en rojo, y el centrémero del cromosoma 9 en verde.
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3. CARCINOGENESIS EXPERIMENTAL

3.1. DESARROLLO DE MODELOS EXPERIMENTALES.

En la mayoria de los animales, el pancreas ha resistido el desarrollo de
tumores, sean estos tanto espontaneos como de naturaleza inducida. Los tumores
espontaneos descritos se originan en células acinares o de los islotes, ambos tipos
representan una minoria de los tumores de pancreas en el hombre. Entre los
animales de laboratorio, la rata tiene especial tendencia a desarrollar lesiones de
células acinares, no asi el hamster. Sin embargo, los tumores espontaneos de
origen ductal, que son similares a la mayoria de los tumores pancreaticos humanos,
son extremadamente raros. SOlo se han observado en unas pocas especies de
roedores y el hamster ha sido el mas susceptible al desarrollo de neoplasias

ductales.

3.2. RECUERDO HISTORICO

El pancreas debe su nombre a Rufo de Efeso (100 a.C). Pero no es hasta

1642 en que Wirsung, ©®

descubre el conducto principal de la glandula al que le da
su nombre y posteriormente Degraf ©” introduce una canula en el conducto y

estudia la secrecién pancreatica.
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Pero la descripcion del cancer de pancreas corresponderia a Bonet, quien
public6 5 casos que son los primeros considerados como tales cénceres de
pancreas, en 1679. La primera exeresis de un tumor pancreatico fue llevada a cabo
por Trendelemburg en 1882, que realiz6 una reseccién del cuerpo y cola

pancreatica con esplenectomia.

Respecto a los carcindgenos, hasta 1970 la mayor parte de los que fueron
estudiados experimentalmente no produjeron cancer pancreatico en animales. Se
identific6 la 4 hidroxiaminoquinoleina-1-6xido (4HAQO) como un carcin6geno
pancreatico en ratas.®® Dicha substancia induce neoplasias de células acinares
aparentemente benignas. Posteriormente, se realizaron sistematicos estudios de
substancias quimicas en diferentes animales, hasta identificar derivados oxidados
de dipropilnitrosaminas como carcindgenos. Queddé demostrado que al menos 12
substancias quimicas inducen cancer en el pancreas del hamster, rata, cobaya,

ratén y mono.®®

Reddy y Rao, ™ en 1975, utilizando el modelo cobaya-MNU (N-metil-N-
nitrosourea) de Drlickey, encuentran, en el 29% de los animales, células acinares
atipicas, ectasia acinar, actividad mitética incrementada y fibrosis periacinar. En
1980, estos mismos autores 1°Y observan en algunas areas transformacion ductular
0 pseudoductular. Dichos cambios los consideran como signos de desdiferenciacion
de células acinares. EI modelo empleado no se utiliza actualmente, ya que las dosis
de MNU gue es necesario administrar son tan altas que resultan toxicas para el

animal. Konishi et al. %2 consiguen con 4 hidroxiaminoquinoleina-1-6xido (4HAQO)
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inducir tumores malignos pancreaticos, pero solamente cuando el carcinégeno se

administra después de realizar una pancreatectomia parcial.

El MNCO (N-(N-metil-N-nitrosocarbamoil)-L-ornitina) es un débil carcin6geno
pancreatico que induce carcinomas de células acinares en ratas. También ocasiona
en el pancreas del hdmster lesiones focales de células acinares, complejos
quisticos, complejos tubulares y adenocarcinomas ductales. La respuesta del
pancreas al mismo carcin6geno en ambas especies es, por lo tanto, diferente.
Lesiones proliferativas de células acinares son caracteristicas de la exposicion a
MNCO en ratas y neoplasias con predominio de complejos similares a conductos en
el hamster.%® posteriormente Flaks y cols™® han denominado a estas estructuras

“transformacion pseudoductular”.

La induccién de canceres pancreaticos, por implantacion de bolas de DMBA
(7-12 dimetilbenzantraceno), en el pancreas de ratas ha sido descrito por Dissin y
cols.!% e investigados con mayor profundidad por Bockman et al,*°® @) prestando
una especial atencién a la histogénesis de la neoplasia. Otro autor, Hay R.J.%® en
1975 estudid la posibilidad de aislar y mantener en cultivo células epiteliales
pancreaticas de cobaya recién nacido y de embriones humanos.

Parsa et al. investigan en mdltiples trabajos de carcinogénesis “in vitro”. %
(110) 11) (112) 113) cyltivaron pancreas de embriones de ratas (de 13 dias) en
presencia de dimetilnitrosamina (DMN), durante 10 semanas, para mas tarde
transplantar las lineas celulares al ratén recién nacido, observando el crecimiento de

células tumorales. Obtuvieron un 79% de carcinomas de células ductales, en el 9%
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hiperplasia ductal y en el 3% carcinomas de células acinares. ™* ' Mas tarde
investigaron cultivos de pancreas de ratas expuestos a N-metil-N-nitrosourea (MNU)
y 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA), que posteriormente fueron inoculados
al raton*®). Otras substancias empleadas han sido dimetilnitrosamina DMNA, MNU
y BHP (N-nitrosobis (2-hidroxipropil amina)), utilizadas en cultivos de péncreas
humano adulto; las lineas celulares fueron inoculadas mas tarde al raton, quien
desarroll6 tumores subcutaneos multiples que morfolégicamente se identificaron
como carcinomas escirros indiferenciados y adenocarcinomas papilares bien
diferenciados. De este estudio se dedujo que el DMNA fue altamente toxico para
células acinares y MNU relativamente mas toxico para el epitelio ductal.**” Dichos
trabajos son de especial interés dado que pueden ser realizados en un corto periodo
de tiempo y en cultivo pueden ser comparados los efectos del carcin6geno en
tejidos humanos y de animales. Ademas las dimetilnitrosaminas no han inducido
carcinomas pancreaticos cuando se administraron a animales “in vivo”, si han sido

eficaces en el sistema “in vitro” de Parsa.

Pour y cols. en 1974M® inducen por diisopropanolnitrosamina (DIPN) cancer
de pancreas en hamster sirio dorado. Se identificaron adenomas y la mayoria de los
adenocarcinomas fueron de origen ductal, solamente unos pocos procedian de
células acinares. También utilizaron metabolitos de di-n-propilnitrosaminas (por (3
oxidacion) como 2-HPPN (2-hidroxipropil-n-propilnitrosamina), 2-OPPN (2-oxopropil-
n-propilnitrosamina) y MPN (metil-N-propilnitrosamina). Estos compuestos inducen
adenomas ductales en pequefia cuantia en el hamster, pero no tienen el mismo
efecto en el pancreas de la rata. EIl DHPN (2,2 -dihidroxi-di-n-propilnitrosamina)

s (119 (120)  ~on
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posterioridad se han realizado multiples trabajos con el modelo hamster-BHP.*%V

(122) (123) (124)

Townsend et al.*?® inducen adenocarcinoma ductal en hamster sirio dorado
mediante inyecciones subcutdneas de BHP, el pancreas es triturado e inyectado

subcutaneamente a 3 hamsters, los cuales desarrollan adenocarcinomas ductales.

Los dos modelos mejor caracterizados y mas ampliamente estudiados son:
los carcinomas pancreaticos inducidos por BOP en hamster sirio dorado y el

carcinoma inducido en ratas por la administracion intraperitoneal de azaserine.

3.3. MODELO EXPERIMENTAL RATA-AZASERINE

Analizaremos el segundo modelo. Si se utilizan ratas Wistar y ratas W/Lewis,
el periodo de latencia hasta conseguir metastasis es de 1 a 2 afios y los patrones
histologicos desarrollados fueron diagnosticados como carcinomas de células
acinares.®® @21 (28 |nqucen adenocarcinomas pancreéticos en ratas W/Lewis por
tratamiento con azaserine, los cuales son transplantados a otras ratas similares por
inyeccién subcutanea o intraperitoneal. Los tumores transplantados muestran signos
de diferenciacion acinar, con invasion local, aparecen también metastasis en
higado y pulmoén. La rata Lewis es mas sensible y uniforme en su respuesta a la

r.129 Ademas, en la rata Lewis se observan

azaserine que la rata Wista
tempranamente células acinares atipicas formando nédulos (NCAA).
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Las ratas F344, ratén CD1™* cobaya y hamster son menos sensibles a la
induccion de lesiones pancreaticas por azaserine. EI hamster y cobaya no
desarrollan NCAA (nédulos de células acinares atipicas) en numero significativo
cuando se tratan a igual dosis de azaserine que la rata. Cuando se utilizan ratas
Lewis macho se producen, en el 100% de los animales, focos de células acinares

atipicas.®"

El 4HAQO vy azaserine®®? 133 39 inqucen adenocarcinomas en la rata; con
ambos carcindgenos las lesiones observadas manifiestan caracteristicas
morfoldgicas de células acinares de las cuales aparentemente proceden. Los grupos
de Rao y de Roebuck describen en el pancreas de ratas a las que se administran
4HAQO, la existencia de nodulos de células acinares atipicas (NCAA) de dos
poblaciones celulares fenotipicamente diferentes y con distinta capacidad de

proliferacion.3%) (130

El modelo experimental hamster-BOP lo describiremos mas ampliamente en

el siguiente apartado.
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La Tabla 1 muestra los distintos modelos utilizados para la induccion de

carcinoma pancreatico.

Tabla 1. Modelos utilizados para lainduccion de cancer pancreatico

Longnecker (137)

PRODUCTO QUIMICO ANIMAL CELULA DIANA AUTOR
AZASERINE Rata Acinar Longnecker y cols.
DMBA Rata Acinar Dissin y Bockman y cols.
4-HAQO Rata Acinar Konishi y cols.
MNCO Rata Acinar Longnecker y cols.
MNU Cobaya Acinar Driickrey y Reddy y cols.
BHP Hamster Ductal Pour y cols.
BOP Hamster Ductal Pour y cols.
HPOP Hamster Ductal Pour y cols.
DMNM Hamster Ductal Mohr y cols.
DMN Rata (in vitro) Ductal Parsa y Marsh
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3.4. MODELO EXPERIMENTAL HAMSTER-BOP

ESTRUCTURA DEL PANCREAS EN EL HAMSTER

Lobulo esplénico Bazo

© | Tejido

u adiposo

Lobulo gastrico

ANATOMIA. El pancreas del hamster sirio dorado, situado debajo del higado
y del diafragma, es delicadamente lobulado, de color blanco-amarillento o rosado.
En el animal adulto, al pancreas corresponde el 0,4-0,1% de su peso total. El
pancreas del hamster esta muy bien definido a diferencia de otros roedores, como
ratas y ratones, en los que esta representado por un tejido difusamente distribuido

en el mesenterio.
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En el hamster, el pancreas esta compuesto por tres segmentos (o l6bulos)
formando un érgano en A.“3®) E| segmento corto es el I6bulo duodenal, que se
encuentra localizado lateralmente al duodeno descendente (pesa 0.07 qr.
aproximadamente y mide 2.8x0.4 cm). De los otros dos segmentos, el dorsal es el
I6bulo esplénico (pesa 0.2 gr. y mide 3.6x0.8 cm), al que corresponde el 40% del
peso del 6rgano. El ventral es el |6bulo géastrico (0.12 gr. de peso y mide 3.7x0.7
cm), se encuentra unido a la curvatura mayor del estbmago por una membrana
mesogastrica. Los tres segmentos se unen dorsalmente en el duodeno proximal y

forman la cabeza del érgano.

Cada lébulo, por lo general, tiene un conducto principal, excepto el l6bulo
gastrico que, en ocasiones, presenta dos conductos principales. El conducto
principal duodenal penetra en el conducto biliar comun directamente, el gastrico y el
esplénico se unen en la region de la cabeza para formar un conducto pancreatico
comun, el cual desemboca en el conducto biliar comudn préximo al conducto
duodenal. El conducto biliar comun entra en el duodeno dorsolateralmente. Los
conductos esplénico y duodenal parecen corresponderse respectivamente con los
conductos de Santorini y Wirsung. Cada conducto pancreético principal recoge las
secreciones de los conductos secundarios que se subdividen en conductillos

interlobulares e intralobulares.

La arteria esplénica que irriga el I6bulo esplénico, se divide en cuatro ramas y
forma la arteria gastroepiploica izquierda, la cual se anastomosa con la
gastroepiploica derecha (rama de la arteria hepéatica) e irriga el I6bulo gastrico. El

I6bulo duodenal y la cabeza son irrigados por ramas de las arterias pancreatico-
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duodenal superior e inferior, ramas de la arteria celiaca y de la arteria mesentérica
superior. Las venas esplénicas, gastroepipléica derecha, pancreético-duodenal

superior e inferior vacian directamente en la vena porta.*3?

MICROSCOPIA OPTICA. El pancreas exocrino estad compuesto de acinos y
conductos excretores. El acino consiste en alvéolos glandulares (1 a 80 p) limitados
por células acinares piramidales o poliédricas, con tipico nicleo redondeado en la

basal y granulos de zimdégeno en la zona apical de la célula.

El sistema de conductos excretores pancreaticos esta formado por el
conducto principal e interlobular y los conductillos. Estos ultimos incluyen las
células centroacinares, conductillos intercalados o intralobulares y los conductillos

peri e intrainsulares.

Las células centroacinares poseen escaso citoplasma y nucleo oval o
alargado con un menor contenido cromatinico que las demas células del acino.
Estas células se unen o mezclan imperceptiblemente con las células de los
conductillos intercalares (o intralobulares), las cuales tienen nucleo oval dentado y
citoplasma aciddéfilo claro. Estos conductillos intercalares comunican con los
conductillos periinsulares, éstos forman como un circuito alrededor de los islotes.
Las células de los conductillos periinsulares son pequefias y en las secciones
histologicas de rutina es dificil diferenciarlas de las células a, que son las células
gue se encuentran en las zonas periféricas de los islotes en estas especies. Desde
los condutillos periinsulares finas ramas parecen penetrar en los islotes. Las luces

de estos conductillos intrainsulares son practicamente invisibles al microscopio
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Optico. El epitelio de los conductillos intrainsulares es similar al de las células
intercaladas y la mayoria son indistinguibles de las células a o . Por tanto, existe
una relacion entre el pancreas exocrino y endocrino, aunque solamente una porcion

de los islotes en el hamster estan conectados al sistema de conductos.

Los conductillos intralobulares (o intercalados) en el hamster se unen a los
conductos interlobulares revestidos por una capa simple de células cuboidales o
aplanadas. Los conductos secundarios (de mediano tamafo) conectan el conducto
interlobular en el conducto principal. ElI conducto secundario se encuentra revestido
por una sola capa de células cubicas o columnares bajas. El conducto comun
pancreatico y el conducto colector se diferencian de los conductos interlobulares y
secundarios porque el tejido conjuntivo que los rodea es mas abundante y por el
gran tamafo de las células que son columnares (2-16 mu). En general el tamano de

la luz se correlaciona con el tamafio del epitelio.*?

La porciébn endocrina del pancreas del hamster es similar al de otros
mamiferos. Los islotes de Langerhans pueden presentar modificaciones en cuanto a
su tamafio, teniendo en cuenta que el diametro del islote se incrementa con la edad.
No hay muchos datos respecto a la poblacion celular de los islotes. Las células B se
encuentran en una proporcion significativa, en situacion central y poseen nucleo
redondo con moderada cantidad de cromatina y citoplasma poligonal o cilindrico
con granulos aciddfilos. Las células a se localizan en la periferia de los islotes,
poseen nucleo alargado y cromatina menos densa; el citoplasma es menos definido
que el citoplasma de las células B. Las células A no se suelen observar en el

hamster.4V)
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MICROSCOPIA ELECTRONICA. Las células acinares muestran abundante
reticulo endoplasmico rugoso dispuesto en cisternas paralelas, relativamente pocas
mitocondrias que tienden a ser alongadas u ovoides, un aparato de Golgi bastante
prominente y estructuras palidas rodeadas de membrana que representan a los
granulos de zimdgeno temprano (prezimdgeno). Los granulos de zimdégeno maduros
son densos y estan rodeados por una membrana simple. El canaliculo central
muestra numerosos microvillis protuyendo en la luz. Existen complejos de unién
entre las células acinares y el margen de los canaliculos, asi como desmosomas y

estan rodeadas por una fina membrana basal.

Las células de los conductos de mayor tamafio muestran pequefas
microvellosidades proyectandose en la luz, pero las células son bastante similares a
las células de los conductillos en cuanto a las organelas citoplasmicas se refiere. No

se encuentran verdaderas células mucosas.

3.5. LAS NITROSAMINAS

En 1977 Pour y cols™*? utilizan por primera vez el BOP (N-NITROSOBIS (2-

OXOPROPIL)AMINA), dicha substancia es un nuevo metabolito de la di-n-
propilnitrosamina que, cuando es inyectada al hamster sirio dorado, induce una alta
incidencia de adenomas y adenocarcinomas ductales, después de un periodo de

latencia de 13 semanas. Las dosis utilizadas son 10, 5, y 2.5 mg./Kg.
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Formula del BOP

Comparado a otros compuestos como el BAP (N-nitrosobis (2-acetoxipropil)
amina) y BHP que también son carcindgenos pancreéticos, el BOP es mucho mas
especifico, ya que induce solamente unas pocas neoplasias: en pulmén 41%,
higado 10% y rifibn 1%; pero no en cavidad nasal, laringe ni trdquea (6rganos
habituales para el BHP). Son muy escasas las neoplasias mixtas ductal-insular que
causa y en ningun animal se observan tumores de células acinares. EI BOP induce
neoplasias pancreaticas que son similares a las encontradas en el hombre y

provoca la presencia de ictericia, diarrea, ascitis y pérdida de peso.

Posteriormente se describe un hallazgo significativo: la proliferacion de los
conductillos peri e intrainsulares. Considerando a estas células como el componente
pancreatico que mas responde al carcinégeno y por tanto se consideran como
células de origen del adenocarcinoma ductal.**® @49 Cuando se utiliza DMNM

(dimetilnitrosomorfolina), que es un carcin6geno muy parecido al BOP, en los
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islotes de Langerhans del pancreas del hamster se observan cambios quisticos

delimitados por el epitelio de los conductillos.

Scarpelli y Rao en 1979%*®  trasplantan un adenocarcinoma ductal,
provocado en hamster por BOP, a otro hamster, obteniendo carcinomas ductales

bien diferenciados.

Ambas nitrosaminas el BHP y el BOP inducen tumores similares en ratas
MRC y en hamster, pero en el hAmster el pancreas es el 6rgano mas afectado, cosa
gue no ocurre en la rata. Las razones de estas diferencias son especulativas, ya que
el HPOP (N-nitroso (2-hidroxipropil) (2-oxopropil) amina) es excretado por ambas
especies de roedores, el cual se postula como el carcinbgeno mas proximo al
pancreas. La susceptibilidad del pancreas del hamster y la insensibilidad del
pancreas de la rata a estos compuestos no pueden deberse Unicamente a
diferencias metabodlicas. Curiosamente en las ratas se observan nodulos
hiperplasicos de células acinares (con BOP) no asi en el hamster.**® En todos los
trabajos realizados hasta ese momento se dié por supuesto que células del sistema

de conductos eran las células de origen. 4"

En 1981 Githens et al. **® logran aislar y cultivar los conductos pancreaticos
del hamster y la rata, aportando un nuevo medio para el estudio bioquimico del

tejido pancreéatico.

La administracion de BOP, cuando el maximo nUmero de células acinares

estan en la fase S del ciclo celular, origina lesiones que inciden y demuestran, tanto
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morfolégica como biolégicamente (segin Scarpelli et al.),*® que las células

acinares deben ser no sélo consideradas , sino implicadas en la carcinogénesis

pancreatica del hamster.

(150)

3.6. METABOLISMO

Los carcindégenos pueden actuar directa o indirectamente. El azaserine es

considerada como un carcinégeno quimico que actua directamente, mientras que el

BOP es clasificado como un carcinégeno de accién indirecta o procarcinégeno, ya

gue requiere ser metabolizado por una serie de enzimas a su forma activa. Los

posibles caminos para que el carcindgeno llegue al pancreas son tres:

Activacion por MFO microsomal hepatico (del BOP a HPOP), que traslada el

carcinégeno a la sangre y a través de ella, llega al pancreas.®?

Activacion en el higado y posterior excrecion y concentracion de los
metabolitos carcindgenos en la bilis, los cuales pueden llegar al pancreas vy,
por reflujo, entrar en el sistema ductal pancreatico. En este modelo se ha

demostrado experimentalmente que no es posible esta teoria. %2 153 (154) (155)

Activacion por enzimas MFO en el pancreas del hamster, tales metabolitos
carcindgenos entran en el sistema de conductos pancreaticos y afectan el
epitelio ductal. En general, los érganos diana contienen (se supone) los

enzimas requeridos para metabolizar estos carcinégenos, los cuales
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adoptarian entonces las ultimas formas carcinogénicamente activas. Esta
demostrado que el pancreas del hamster contiene actividad MFO capaz de la
activacion del BOP.®*® Cuando se administré el BOP y BHP al hamster fue
aislado el HPOP como metabolito en la orina y la sangre. La especifica
estructura molecular del HPOP, es decir su forma ciclica hemiacetal, ha
hecho sospechar a Pour que este carcindgeno actuaria sobre las células de
los islotes y concretamente sobre las células precursoras, que seria la célula
diana.*®*” En ésta, se metabolizaria a un carcinégeno méas préximo, el cual
alcanzaria la célula pancreética exocrina (del conducto o del conductillo) por
via capilar postinsular.*®® Estudios con diferentes carcindgenos han puesto
de manifiesto que tanto las células de los conductos como las acinares, son

capaces de metabolizar los carcindgenos a formas activas.*° (169 (161

El HPOP no sélo se encuentra como metabolito del BOP en el hamster, sino
también en orina, sangre y tejidos de las ratas. Se ha postulado que la
carcinogénesis pancreatica del BOP depende de la formacion de HPOP, ya que es
mas potente que el BOP y ademéas produce dafio en el DNA de las células
pancreéaticas.*®? 1% Datos obtenidos experimentalmente sugieren que el pancreas
del hamster reduce BOP a HPOP mas eficazmente que la rata. La fraccion S-9 del
pancreas del hamster es 2.4 y 7.6 mas eficaz que el de la rata, en presencia de
NADPH y NADH respectivamente. Por tanto el hamster difiere significativamente de
la rata en su capacidad para formar y excretar el estersulfato de HPOP.®¥ De igual
forma, Kokkinakis y cols.*®® encuentran que el metabolismo de NNDM vy la
formacion de HPOP es siete veces mas rapida con los microsomas del higado del

hamster que con los de la rata.
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3.7. ALQUILACION DEL DNA

En quimica organica se denomina alquilacion a la transferencia de un grupo
alquilo de una molécula a otra. En medicina, es tan importante la alquilacion del
DNA que se utiliza en quimioterapia para afectar a las células cancerigenas, como

la alquilacion del DNA de las células sanas que las convierte en malignas.

La alquilacion del DNA es provocada por los compuestos que se producen en
la metabolizaciébn de las nitrosaminas. Es importante conocer que el potencial
carcinogénico es directamente proporcional al grado de alquilacion y esta también
influenciado por la capacidad del tejido para eliminar los productos alquilantes. De
todas las lesiones del DNA, la alquilacién del oxigeno es la que tiene el mayor

potencial carcinogénico.®®

Los niveles de alquilacion estan en relacion con el BOP, que tiene mayor
potencial con respecto al HPOP y también son distintos los diferentes 6rganos diana
de los dos carcinogénicos. De tal forma que cuando se administran las mismas
dosis de BOP y HPOP, en los niveles de alquilacion del DNA son mayores los del
BOP que los del HPOP, presentandose dicha relacion en el pulmén, pancreas y

rifién de los animales tratados.®¢”

El BOP, el HPOP y el BHP producen derivados metil e hidroxil-propil. Los
derivados del DNA mas abundantes son la N7-metilguanina (7MG), O6-
metilguanina, producidos por la metilacion de las guaninas. Ambos compuestos son

derivados del carbono a. Un tercer metabolito, N7 (-2hidroxilpropilguanina) (7THPG),
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resulta de la hidroxipropilacion de las guaninas, se ha encontrado principalmente en
el rifidn, pero menos en higado y pulmén. El HPOP y el BHP producen niveles més
altos de O6-hidroxipropilguanina que el BOP, dandose que el BOP produce niveles

mas elevados de O6-metilguanina.®®®

A partir de la octava semana de administracion del BOP, encontramos una
tincion nuclear mas fuerte en las células ductales intra e interlobulillares, como en
las células centroacinares del pancreas de hamster, lo cual indica que estas células
podran tener méas posibilidades de desarrollar tumores que las células acinares que

tienen una menor alquilacién.
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4. MODIFICACIONES DE LA CARCINOGENESIS
PANCREATICA EXPERIMENTAL

4.1. PAPEL DE LA DIETA

Usando ambos modelos azaserine-rata y BOP-hamster, asi como protocolos
gue permiten separar y valorar los factores que afectan la iniciacion y las
progresivas fases de la carcinogénesis, se ha demostrado que dietas con alto
contenido en grasas insaturadas promueven la progresion de las lesiones inducidas

)y ratas’® Longnecker et al.*"V estudiaron

por estos carcindgenos en hamste
en 1985 el efecto de dietas ricas en grasas no saturadas y HPOP; la carcinogénesis
se incrementa en el pancreas del hamster y de la rata al incluir en la dieta un 20%
de grasas insaturadas. Ratas con dietas similares, pero con alto contenido en
grasas saturadas, no muestran ninguna evidencia de que potencien la
carcinogénesis del pancreas, datos que no son compartidos por Woutersen."?

Estos estudios muestran que los factores dietéticos juegan un papel importante en

la carcinogénesis pancreética.

4.2. ACCION DEL ALOXAN

El Aloxan dafia las células exocrinas, especialmente las células de los
conductos, disminuyendo la induccién de lesiones hiperplasicas y neoplasicas en el

pancreas en un grado estadisticamente significativo.*”
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4.3. ACCION DE LA PANCREATECTOMIA

Si realizamos pancreatectomia parcial y a los 30 minutos administramos N-
nitrosobis (2-oxopropil)amina (BOP), se reduce la incidencia de tumores
pancreéticos, pero hay un incremento significativo cuando el BOP se administra
una semana después de la reseccidn quirdrgica. Es posible una correlacion entre la
carcinogénesis y la sintesis de DNA y RNA de un tejido. Existen evidencias de que
la induccidon tumoral por carcin6genos quimicos puede incrementarse por la
estimulacion del tejido diana a proliferar. En este caso por la reseccion

quirdrgica.®’

4.4, ACCION DE CARBAMIL-B-METILCOLINA CLORHIDRO

El Carbamil-B-metilcolina clorhidro produce una significativa reduccion de
carcinomas pancredticos ductales y ductulares, pero no altera la incidencia de las
lesiones benignas. Lo cual puede demostrar que las lesiones benignas no son
precursoras de los carcinomas, o bien que el Carbamil-B-metilcolina clorhidro tiene

un efecto inhibidor en la progresion de lesiones benignas a malignas.®"

4.5. ACCION DE LAS HORMONAS GASTROINTESTINALES

Las hormonas gastrointestinales: gastrina, secretina y colecistoquinina
estimulan el crecimiento del pancreas exocrino en la rata, ya que aumentan el peso

del 6rgano asi como el contenido de DNA, RNA, y proteinas. También produce
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hiperplasia e hipertrofia de las células acinares en la rata.t’® (77) (178) (179) (180) (181) (182)

(183)

Townsend et al.*®" en 1981, aportan los siguientes resultados: La cerulina
(andlogo de colecistoquinina) en combinacibn con la secretina produce un
incremento en el peso del pancreas y en su contenido de DNA; las hormonas
gastrointestinales, pues, son troficas para el pancreas del hamster normal pero
también estimulan el crecimiento del adenocarcinoma ductal pancreéatico. Una
accion tréfica similar tiene la colecistoquinina en el pancreas del hamster.“®) por
otra parte, la cerulina sola no influye en la carcinogénesis pancreatica en el hamster
seglin Andren-Sandberg y cols.®®® La colecistoquinina y la secretina®®” @8 gon
considerados cofactores, ya que cuando se asocian a BOP se reduce el tiempo de
latencia y se incrementa el numero de tumores pancreaticos. Al administrar

secretina y colecistoquinina se incrementan los valores de CEA en el hombre. 89

La secretina y cerulina incrementan el contenido de somatostatina ®°” la cual

r.3%  Morisset®®® opina que la somatostatina debe ser

posee efecto inhibido
considerada como un factor inhibidor del crecimiento pancreético. La somatostatina
inhibiria la accion estimuladora de hormonas gastrointestinales en las células

tumorales.

Se ha demostrado que la union de la somatostatina a receptores de

membrana activa la desfosforilacién de la proteina de membrana, dicha fosforilacién
. o . (193) (194)

es promovida por el factor de crecimiento epidermal (FCE). La

somatostatina, por otro lado, inhibe la separacién centrosomal inducida por el FCE,
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este efecto se asocia a una inhibicion en la sintesis de DNA y en la replicacion
celular.®®® Estos son los posibles mecanismos por los cuales, la somatostatina,
puede inhibir el crecimiento de los canceres pancreéaticos humanos. Asimismo se ha
demostrado recientemente, en modelos experimentales animales, la inhibicion del
crecimiento del carcinoma pancreatico por analogos de somatostatina. En estos

casos se observa una reduccion del tamafio tumoral.°®

4.6. ACCION DE LA ESTREPTOZOTOZINA

La estreptozotozina parece incrementar la accién cancerigena del BOP.®°"
La pilocarpina, por su parte, podria tener un efecto inhibidor.**® El etanol no se ha

observado que modifique ni el volumen ni la incidencia tumoral.%

4.7 ACCION DE LA ETIONINA

Desde hace mucho tiempo, es conocida la accién destructiva de células
acinares por la etionina, asi como su posterior regeneracion.?® 0D 202 pjc.
Guinness et al.®® utilizaron DL etionina para producir pancreatitis, mas tarde
administraron azaserine y las ratas que se recuperaron de la pancreatitis
desarrollaron cancer pancreatico. Parece que existe interaccidn entre pancreatitis y

cancer pancreatico en la rata.
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4.8 ACCION DE RETINOIDES SINTETICOS

Los retinoides sintéticos N(4-pivaloiloxifenil) retinamida, N-(2-hidroxipropil)
retinamida, N-(3-hidroxipropil) retinamida, N-(2,3-dihidroxipropil retinamida), han
demostrado que inhiben el desarrollo de carcinomas en modelos experimentales en
piel, mama y vejiga. Recientemente varios de estos retinoides muestran un efecto
similar en la carcinogénesis pancreatica en el modelo azaserine-rata®?® 'y, en
menor grado, en el BOP-hamster. Aparece hiperplasia intraductal atipica, carcinoma
“in situ” y adenocarcinomas, sin embargo en los animales tratados con retinoides la
incidencia de adenocarcinomas es menor.?® Lo que significa que impiden la

progresién de las lesiones pero no su iniciacion.

4.9 ACCION DE HORMONAS SEXUALES

Las hormonas sexuales juegan un papel destacado en el crecimiento del
pancreas normal y en el tumoral. La presencia de receptores para estréogenos y
androgenos en células pancreaticas indica que las hormonas sexuales pueden
ejercer influencia en las células neoplasicas.?®® En este contexto, se ha demostrado
experimentalmente que analogos de LH-RH (D-trp-6-LH-RH) inhiben el crecimiento

de tumores pancreéaticos.?®”

En pacientes con adenocarcinoma pancreético
terminal el tratamiento con Nolvadex aumenta la supervivencia, siendo la media de
8.5 meses, aunque en tres pacientes la supervivencia fue de 22 meses.?® Una

nueva forma de tratamiento es la hormonal, aunque hasta ahora no se incluia la

hormonoterapia en los protocolos de tratamiento del cancer pancreatico.
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4.10. ACCION DE LA NIACINA

PAPEL PROTECTOR

La Niacina, es una vitamina hidrosoluble que se conoce también como

vitamina B3.

La nicotinamida ©?°® derivada de la niacina, se utiliza en la produccion de los
coenzimas niacina-adenin-dinucleotido (NAD) y nicotinamida —adenin-dinucleotido-

3-fosfato.

Los dinucledtidos estan constituidos por 2 unidades 6 mononucleétidos
enlazadas mediante un puente de acido fosférico. Solamente se conocen unos
pocos dinucleétidos en que el grupo fosfato-puente sea distinto del enlace 35
fosfodiéster; no son derivados de los acidos nucleicos pero se encuentran en estado
libre en la célula. Los ejemplos mejor conocidos son los tres coenzimas de éxido-
reduccion: El niacina-adenin-dinucleétido (NAD), niacina-adenin-dinucleétido-3"-
fosfato (NADP) y Flavin-adenin-dinucleétido (FAD). EI NAD y NADP contienen el
nucleétido de la niacina.

Hay hasta 200 enzimas ?*?

gue requieren los coenzimas de la niacina NAD y
NADP para su funcionamiento. El NAD 'Y es el sustrato reactante para dos clases
de enzimas, mono-ADP-ribosiltransferasa y poli-ADP-ribosapolimerasa (PARP). Las

PARP funcionan en la reparacion del DNA en momentos especificos como
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trascripcion celular, apoptosis, cromatina en la diferenciacion celular, lo que nos

sugiere un posible papel de la niacina en la prevencién del cancer. ¢*?

Se han identificado 5 PARPs diferentes, esto nos esta indicando que hay un

gran consumo de NAD, por consiguiente de niacina. ¢**

A su vez, la poli-ADP-ribosa juega un papel importante en la reparacion del
DNA y también pueden mediar en importantes vias de sefializacion celular en la
prevencion del cancer. ®¥ También se ha visto que la falta de NAD en la célula
disminuye los niveles de la proteina supresora de tumores P53, en células de

mama, pulmén y piel humanos. %%

El NAD interviene en la estabilidad gendmica con sensibilidad a los efectos
citotoxicos de agentes que dafian el DNA. Por otro lado se ha observado que el
aumento intracelular de NAD ha mejorado la reparacion de dafios del DNA causado

por nitrosaminas.

Se ha visto que una deficiencia de niacina disminuye los niveles de NAD y de
la poli ADP-ribosa en médula 6sea y aumenta el riesgo de leucemia inducida

quimicamente. 17

La activacion de PARP-1 por dafio del DNA (218) determina las vias celulares
dependiendo del estimulo que produce el dafio: supervivencia, apoptosis 0 necrosis.
En casos de dafios leves, la activacion de PARP-1 mejora la reparacion de DNA

mediante interaccién con la proteina p53, deteniendo el ciclo celular y facilita la
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reparacién enzimatica del DNA. ?*** Cuando el dafio es irreparable en el DNA, la
activacion de PARP-1 induce muerte celular por apoptosis mediante la activacion
de NF-kB y previene la deplecion del DNA por mediacion de las caspasas que son

también activadas por la PARP-1, ¢20) (221)

Si el dafio en el DNA produce una sobre activacién en el PARP-1, a su vez
agotando todo el NAD+ presente en la célula y en un intento de reponer el NAD+,
consume todo el ATP, conduce a esta célula a una crisis de energia que la precipita

a la muerte celular necroética. 2

Es necesario destacar que la apoptosis es un proceso dependiente de
energia, por lo tanto las células con poca energia, no pueden acceder a este tipo de

muerte celular, ?2% (224

Altas dosis de niacina (5mm o mas) inhibe la reparacion del DNA, por
inhibicion de la PARP-1, mientras que la niacina a dosis bajas mejora la

incorporacion de NAD+ ayudando a la reparacion de las roturas del DNA.

Pero in vivo esta accién es poco probable (inhibir la niacina a la PARP-1). %%
Después de la exposicidn a un hepatocarcindgeno, la induccion de la poli (ADP-
ribosa) es solamente mayor en las ratas suplementadas con niacina, ®*®® lo que
sugiere que se necesitan dosis altas de niacina para inhibir la accion de la PARP-1

en todo el organismo.
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Como ya deciamos, la inhibicion de la PARP-1 por niacina, ha demostrado
que cambia la muerte celular por necrosis en vez de apoptosis. ?*” La niacina, al
ser precursora de NAD+, ATP y como inhibidor de la PARP-1, juega un papel
importante en la proteccion celular, determinando el destino de la célula como
respuesta al dafio del DNA. #?® @29 por sy parte, la PARP-1 es un activador del
factor nuclear NF-kB, se trata de un factor de trascripcion que juega un papel
importante en la regulacion de los diversos genes, los cuales tienen una accion en
una variedad de procesos celulares como: la respuesta inflamatoria, inmune, la

apoptosis, la proliferacién y diferenciacion celular. 3% 3D

Como ya coment6 el doctor Parviz Pour en 1984, la accion estimuladora de la
reparacion del DNA por la niacina se produjo al administrarse después del
tratamiento con BOP, cuando la metabolizacion del BOP fue practicamente
completada y el carcindbgeno absorbido por las células diana, pero no cuando la
niacina se administré antes del tratamiento con BOP. Por lo tanto, podemos asumir
gue el efecto antineoplasico de la niacina no se debe a una interferencia en el
metabolismo del BOP. En concentraciones bajas, la niacina aumentoé la
concentracion intracelular de NAD+, un substrato de la poli (ADP-ribosa) poli-
merasa, mientras que en concentraciones altas inhibié la accién de esta enzima por
inhibicion competitiva. Se indicé una relacién directa entre actividad de la poli (ADP-

ribosa) polimerasay la “escision” reparadora del DNA.

Otra explicacion de la capacidad de la niacina para estimular la sintesis y

reparacion del DNA, podria ser que la misma previene la drastica deplecion de las
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reservas de NAD+ que ocurre en las células gravemente dafiadas, mientras
mantiene la capacidad de las células para generar ATP y mantener un proceso

dependiente de la energia. 3

En los estudios previos realizados con ratas, “3

la niacina redujo la
incidencia de tumores de las células de islotes inducidos por estreptozotocina (SZ)
desde el 44 al 18%. ®* A pesar de que la diferencia no fue estadisticamente
significativa, podemos deducir que posiblemente existen diferencias entre especies

en el efecto de la niacina en la carcinogénesis.

La Niacina (niacina, acido nicotinico y niacinamida), funciona en el cuerpo
como un componente de dos diferentes coenzimas, NAD y NADP -ya nombrados-
gue son grupos funcionales en los sistemas de la oxidacion, reduccién intracelular
de las enzimas necesarias para la respiracion tisular, glicolisis y sintesis grasa. El
aporte diario de niacina, -segun recomienda la “Food and Nutrition board, Nacional
Academy of Sciences Nacional Research Council’-, es de 15-20mg, pero ningan
dato epidemiologico ha sugerido todavia una asociacion entre la deficiencia de

niacina y algun tipo de cancer.

Generalmente es mas importante la investigacion sobre los aspectos
bioquimicos y celulares de la reparacion del DNA, pero en el caso de la Niacina ha
suscitado un gran interés la relacion entre la ingesta y la proteccion del cancer en la

poblacién humana. Z®
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Tenemos un estudio sobre el consumo aumentado de niacina que se
asociaba con una incidencia disminuida de cancer oral, faringeo y de esdéfago en el
norte de Italia y Suiza. El aumento en la ingesta de niacina de 6,2 mg se asocio con
un descenso de cerca del 40% de céanceres de boca y garganta, mientras que un
suplemento de 5,2 mg en la ingesta de niacina, se asocié con un descenso similar

en los casos de cancer esofagico. ¢3¢ (237) (238)

89



5. HISTOGENESIS DE CARCINOMAS PANCREATICOS

INDUCIDOS EXPERIMENTALMENTE

5.1. MODELO AZASERINE-RATA

En el modelo azaserine-rata los cambios histolégicos tempranos tienen lugar
en las células acinares y, por tanto, se admite que el tumor procede de la
transformacion de estas células. El azaserine en la rata induce carcinomas de
células acinares. Estos carcinomas provocan claramente zimdgeno y poseen
configuracion acinar o tubular en algunas é&reas. Ultraestructuralmente abunda el
reticulo endoplasmico rugoso y se forma un numero variable de granulos de
zimogeno de apariencia tipica. Los granulos de zimdgeno en las células malignas
tienden en ocasiones a adoptar forma cilindrica bizarra o angular y poseen un
tamafio mas pequefio de lo normal. Cuando solo algunas células poseen granulos
de zimégeno se denomina carcinoma de células acinares pobremente diferenciado.
En algunas areas aparecen estructuras parecidas a conductos, unas pocas con
dilatacién quistica; las células que delimitan los espacios quisticos son cubicas o
columnares y se advierte una falta evidente de granulos de zimogeno en el
citoplasma. En otras areas los quistes estan delimitados por mdltiples capas de
células, algunas de las cuales contienen zimogeno y se puede observar en
ocasiones un patron cribiforme, al que se denomina microadenoma; sus células

configuran estructuras similares a conductos y en el margen del tumor se advierte
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una clara transicion a carcinoma acinar pobremente diferenciado, en el que unas

pocas células contienen una pequefia cantidad de granulos de zimégeno. %

5.2. CUATRO GRUPOS CELULARES

Reddy et al. ®*? clasifican a las células en 4 grupos segtin la morfologia nuclear
y las organelas. Desde células con todas las caracteristicas de células acinares
hasta las que han perdido los granulos de zimogeno, poseen RER escaso, nucleo
irregular y mitocondrias alargadas. Las células acinares de la neoplasia pancreética
son capaces de sintetizar DNA y pueden adquirir caracteristicas fenotipicas
inmaduras, como resultado de mitosis continuadas sin el tiempo de interfase
adecuado para la citodiferenciacion. Se han publicado dos teorias sobre su

procedencia:

- Que se transforman en células con fenotipo inmaduro (retrodiferenciacion),
como resultado de continuas mitosis. Hay que tener en cuenta que las células
acinares neoplasicas son parecidas a las células acinares del pancreas de la

rata a los 15 dias de gestacion.®*V)

- Otra posibilidad es que se diferencien de células Stem.

Tempranamente, en las ratas tratadas con azaserine se observan focalmente
nodulos hiperplasicos o nodulos de células acinares atipicas (NCAA). Dichas

lesiones han sido clasificadas como adenomas; la transformacion fenotipica que se
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produce es la siguiente: disminucion del citoplasma basofilo; disminucién del
zimégeno con aumento de la basofilia citoplasmica; nucleo parabasal con
irregularidades en el tamafio y la forma, con nucleolo prominente. En algunas de
estas lesiones se observa dilatacion de la luz tomando una apariencia similar a
conductos (ductu-like). Los nédulos de células acinares atipicas pueden tener
potencial carcinogénico y evolucionar hacia tumor maligno si se sigue
administrando azaserine. Asimismo han sido descritos en el pancreas humano

focos de células acinares displasicas. 4%

Por otra parte en el modelo experimental azaserine-rata, aunque la mayoria de
las lesiones son compatibles con carcinomas de células acinares, ?*® también se
advierten algunos carcinomas con estructuras similares al carcinoma ductal asi

como cistoadenocarcinomas y carcinomas anaplasicos.

5.3. BHP EN EL HAMSTER SIRIO DORADO

La inoculacion de BHP (N-nitrosobis (2-hidroxipropil)amina) (sinénimos DIPN y
DHPN) al hamster sirio dorado, produce adenomas compuestos, en la mayoria de
los casos, de estructuras tubulares delimitadas por una capa de células epiteliales
aplanadas, cubicas o cilindricas. Pueden mostrar formaciones quisticas, papilares
0 quistico-papilares. La mayoria de los carcinomas inducidos son de origen ductal y
solamente unos pocos de origen acinar. Se observan adenocarcinomas ductales,
generalmente bien diferenciados, mostrando patron glandular, limitado por epitelio

columnar o cuboideo. También existen, en diferentes partes de la misma neoplasia
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o en distintos segmentos del pancreas, carcinomas gelatinosos, carcinomas
mucinosos, carcinomas de células gigantes y carcinomas de células en anillo de
sello. Precozmente se produce hiperplasia de los conductos. Los carcinomas
intraductales se presentan a las 15 semanas de tratamiento. La induccion
simultdnea de adenomas y adenocarcinomas, asi como la presencia de hiperplasia
con neoplasia y la evidente transicion de adenomas a carcinomas, es similar a los

hallazgos descritos por algunos autores en el hombre.

Distintos autores como Althoff, Pour, Malick 24 (245 (246) (247) (248) e han
estudiado las alteraciones que inducen el BHP en hamster, tienen su origen en
células del conducto para los tumores producidos. Sin embargo Flaks et al., ?49 (259
en un exhaustivo estudio ultraestructural afirman que los tumores inducidos por
DHP tienen su origen en las células acinares. Se basan en que las células que
constituyen las lesiones cistoadenomatosas multifocales en el hamster (lesiones

precursoras) poseen caracteristicas citoldégicas y ultraestructurales de células

acinares.

5.4. BOP EN EL HAMSTER SIRIO DORADO

En los hamsters tratados con BOP los cambios tempranos observados fueron
hiperplasia intraductal y reemplazamiento acinar por conductillos. Pour y Wilson 3%
describen en este modelo mudltiples tipos histolégicos: carcinoma ductal tubular,
adenocarcinomas quistico-papilares, carcinomas mucinosos bien diferenciados y

tumores mixtos ductal-insular. Estos autores han observado que el BOP en el
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pancreas de hamster provoca necrosis acinar, asociada a fuerte hipertrofia de
células centroacinares y células intercaladas (los conductillos intercalados o
intralobulares comprenden células centroacinares y células intercaladas).
Ultraestructuralmente las células acinares muestran variaciones en la estructura
glandular, lo que seguramente refleja el efecto toxico del carcinégeno. Dichas
alteraciones incluyen importantes variaciones en el aspecto de los granulos, que
aparecen fragmentados o alongados. Las células contienen vacuolas con material
denso que pueden representar dilataciones del reticulo endoplasmico. En
ocasiones las células acinares parecen sufrir necrosis, otras células acinares
muestran mitocondrias fuertemente hinchadas con parcial o total lisis de las crestas.
También se observa un incremento del nimero de células intersticiales, lo que se
mantiene incluso después de un tratamiento reiterado. La necrosis de células
acinares aparece en segmentos pancreaticos de forma fortuita, especialmente en la
region periinsular que se presenta como el area mas expuesta, y posiblemente
también a elevadas concentraciones de sustancias toxicas. Pero la necrosis de
células acinares no tiene porqué ser un fendmeno primario. Las células
centroacinares e intercalares del acino afectado, muestran hipertrofia e hiperplasia
y es posible que la necrosis acinar pudiera ser consecuencia de la obstruccién del
conducto por la proliferacibn e hiperplasia de células centroacinares. Con
posterioridad aparece hiperplasia de las células de los conductillos que llegan a
predominar, con nucleos voluminosos dentados y citoplasma edematoso claro. Las
células de los conductillos hiperplasicos muestran numerosos lisosomas en su
citoplasma y algunas microvellosidades. La multifocalidad, extensién y severidad de
las lesiones parece tener relacién con la dosis administrada del carcindgeno. A

dosis altas la respuesta es multifocal.
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Para Pour y Wilson % e| estado de necrosis de células acinares e hiperplasia

de células de los conductillos es causada por tres fendbmenos:

l. Nesidioblastosis.

Aproximadamente de las seis a las doce semanas se producen islotes
neoformados desde las células de los conductos hiperplasicos. Pour no observa
incremento en el nimero de los islotes, opina que quizas porque el proceso
neoplasico es rapido y existe un reemplazamiento de los nuevos islotes formados
por los conductillos proliferantes. Los nuevos islotes, procedentes de células de los
conductillos intralobulares (intercalados) o de las células centroacinares, varian
mucho en tamafio y composicion, desde una sola célula a grupos de células,
algunas o la mayoria con semejanza histolégica. Contienen cantidad variable de
granulos B pero rara vez granulos a. Estos islotes son habitualmente lobulados,
hipo o avasculares y se comparan a los islotes rudimentarios observados en
pacientes diabéticos. Se ven células con diferente nUmero de granulos mezcladas
con células agranulociticas. Dichas células poseen un citoplasma eosinoéfilo bien
definido. Células similares se encuentran en el epitelio de los conductillos
intralobulares hiperplasicos asi como en los conductos interlobulares. Las células
agranulares han sido llamadas “precursores de células del islote” o “células f3
inmaduras”, de las que posiblemente procedan las células del islote. Forman
microtubulos y algunas de estas estructuras son indistinguibles de los conductillos
hiperplasicos, sin embargo otras se parecen a islotes y otras ademas son mixtas

encontrandose entre ambos.
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II. Formacion y/o proliferacién de conductillos intrainsulares o periinsulares.
Este proceso acontece por una formacion inicial en el centro del islote de
pequefios conductos; estos espacios parecen representar dilataciones quisticas de
los sinusoides intercelulares, por la canalizacién o proliferacion de conductillos
intrainsulares preexistentes. Los indicados espacios quisticos estan parcialmente
delimitados por células con granulos 3, con o sin células de los conductillos
intralobulares. Los espacios intrainsulares pueden producirse por una gradual
emigracion de células ductulares desde los islotes (en su periferia), por proliferacion
de células del conductillo intrainsular o por transformacion de células del islote en
células del conductillo. Las células que delimitan los conductillos intrainsulares son
similares a las células de los conductillos hiperplasicos o a las de la
nesidioblastosis. Algunos conductillos intrainsulares estan llenos de material similar
a granulos de zimoégeno, lo que indica la comunicacidon entre los conductillos

intrainsulares y los conductillos intralobulares.

lll.  Concomitante a la proliferacion de conductillos, peri o intrainsulares.
Se produce una gradual renovacion de las células acinares necroéticas por la
proliferacion de células de los conductillos periinsulares (principalmente) y se forman

pseudoconductillos. %3

En sintesis: el proceso neoplasico se inicid con hiperplasia de los conductillos
intercalados (intralobulares) y de las células de los conductos interlobulares,
asociado a la neoformacién de islotes (nesidioblastosis). Mas tarde se produce una
formacion excesiva de células de los islotes maduros y especialmente inmaduras

(precursoras de células ), con la proliferacion de conductillos periinsulares y
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conductillos intrainsulares en abundancia. Por tanto son las células de los
conductillos, especialmente de origen periinsular e intrainsular, las que mas
responden a este carcindgeno. Pero, aunque al principio proliferan los conductillos
peri e intrainsulares, en estadios avanzados la distincion entre conductos y
conductillos a menudo es imposible. Dado que las células aumentan de tamafo,
igual que las luces de los conductillos, ésto acompafado del desarrollo del tejido

conectivo periductular, causa que dichas estructuras parezcan conductos.

Con frecuencia se observo la hiperplasia del epitelio del conducto comdn en
los animales tratados, pero los tumores procedentes de este conducto fueron muy
raros. Neoplasias de origen ductal se encontraron en un nimero muy limitado de
hamsters, solamente en aquellos que recibieron una dosis muy alta de BOP, asi
pues, el 90% de los tumores fueron considerados de origen ductular (en las células
de los conductillos. ®®*¥ Por tanto, las células de los conductillos de los islotes
podrian representar la célula totipotencial del pancreas, precursora y reguladora de
células ductulares metaplasicas, asi como de las células de los islotes. Si afiadimos
que el inicio de la carcinogénesis fue la hiperplasia de células de los conductillos
(incluyendo a las células centroacinares) con neoformacion de islotes
(nesidioblastosis), son un hallazgo acorde con el concepto clasico de un origen del

islote desde elementos de los conductillos. %

Cabe destacar que la conexidn existente entre los islotes pancreaticos y los
conductillos implicaria una posible e intima relacién entre el pancreas exocrino y

endocrino.
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Cuando se inyecta BOP al hamster, la mayoria de los autores °® (257 (258)
observan hiperplasia, metaplasia, displasia y carcinoma “in situ”, desarrollados
simultaneamente en los conductos pancreaticos de diferente tamafio y en los
conductillos (dependiendo de la dosis) pero no en células acinares. También se
vieron adenocarcinomas bien diferenciados constituidos por células columnares con

0.(259) (260)

gran nucleo hipercromatic La hiperplasia y la displasia preceden al

carcinoma. %V

Los resultados de las investigaciones descritas se han visto confirmados
cuando al hamster se le inyecta DMNM (dimetilnitrosomorfolina). Althoff et al.(®%?
observaron necrosis de células acinares, asi como cambios quisticos en el interior
de los islotes de Langerhans, delimitados por epitelio de los conductos.
Simultaneamente a la proliferacion de los conductillos intrainsulares se produce
proliferacion de los conductillos perinsulares. Las mencionadas lesiones, al
aumentar de tamafio, comprimen los islotes restantes causando atrofia. La
hiperplasia multifocal y la proliferacion del epitelio de los conductillos intralobulares
se observan simultdneamente a la formacién de conductillos intra y periinsular. Los
tumores muestran patrones quistico-papilares. El epitelio que reviste la luz esta
constituido por una capa de células cubicas o cilindricas y ocasionalmente por una
poblacién mixta. La luz se encuentra llena de secrecién, mostrando conexién con el
sistema de conductos. Ademas se observan areas similares a adenomas junto a

adenocarcinomas bien diferenciados indicando, por tanto, que estas neoplasias de

origen ductal pueden desarrollarse a partir de procesos benignos.
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Scarpelli et al, en 1981 y 1983,4%®) 59 aportan datos muy distintos a lo
publicado con anterioridad. Inyectando BOP en la fase S del ciclo celular o cuando
previa a la inyeccion de BOP se administra etionina a los hamsters, han detectado
que a las 24 horas de la administracién de BOP no se observa incremento en el
namero de mitosis a nivel de los islotes ni del epitelio de los conductos y/o
conductillos, pero si encontraron mitosis de anormal morfologia en células acinares.
Las lesiones mas frecuentes fueron proliferaciones neoplasicas benignas,
cistoadenomas, constituidos por estructuras similares a conductos y delimitados por
epitelio cuboidal aplanado, algunas de estas células contenian granulos de
zimogeno Yy nudcleo basal. Poseian caracteristicas citologicas de células acinares.
También se observaron acinos dilatados, con disminuciéon del citoplasma apical y
una variable pérdida de granulos de zimégeno, estas estructuras tomaron el aspecto
de pequefios conductos. No fueron infrecuentes las estructuras similares a
conductos (ductu-like) constituidos por células que tenian numerosas atipias. Sin
embargo no se encontrd una clara evidencia de cambio maligno en dichos focos,
pero opinaron que estos cambios pudieran ser lesiones precursoras. En los
conductillos intrainsulares presentes no se encontraron alteraciones. También se
observaron focos eosinoéfilos (nidos de células), constituidos por células poliédricas
con nucleo central y citoplasma finamente vacuolado; la cromatina y el nucléolo no
eran como el de las células acinares habituales, el microscopio electronico confirmo
la presencia de RER. Las células presentaron gran variacion en el contenido de

granulos de zimogeno, incluso en algunas areas las células no poseian granulos.

La presencia de focos de células acinares con una variable cantidad de

granulos de zimégeno, incluyendo su total ausencia, sugiere que éstos pueden
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representar focos de células fenotipicamente alteradas y que son parte de la
respuesta cronica del huésped al BOP. La identificacion de células acinares en
ausencia de granulos de zimdgeno fue posible en la investigacion por la existencia

de RER bien desarrollado con ordenamiento paralelo y concéntrico.

En estos experimentos el carcinoma inducido, que se inicia con el desarrollo
de conductillos o estructuras similares a conductos desde las células acinares,

finaliza desarrollando exclusivamente adenocarcinomas ductales.

Por lo tanto, las células acinares deben ser tenidas en cuenta en la
carcinogénesis pancredtica en el hamster. Por otra parte, segin Scarpelli et al.®®
(%) en las mismas investigaciones, el hecho de la posible regeneracién del

pancreas suprime el punto de vista de la necrosis de células acinares en fases

tempranas de la carcinogénesis por BOP.

En numerosos experimentos sobre diversos tipos de animales, como la
cobaya o la rata, se ven estructuras similares a conductos cuyas células son de
origen acinar. En etapas tempranas de carcinogénesis inducida por DMBA (7, 12
dimetilbenzantraceno) en ratas, se observa sustitucién del tejido acinar (alrededor
de las bolas del carcin6geno) por complejos ductales. Estos complejos fueron

estudiados por Bockman et al.(?®" (268)

En los complejos de tubulos, que tienen la
apariencia de conductos intralobulares proliferados, algunas células contenian
granulos de zimégeno. Algunos de estos tubulos estaban integrados exclusivamente

por células acinares y otros constituidos por células sin granulos o por una

poblacién mixta. El estudio ultraestructural muestra que numerosas células de las
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gue integran los tubulos contenian gran cantidad de reticulo endoplasmico (en los
conductos intralobulares hay caracteristicamente poco RER), pero algunas otras
células mantienen so6lo unos pocos granulos de zimoégeno. El acino llega a ser
reconocido como tabulos cuando pierden los granulos de zimogeno. Por tanto, el
cambio es fenotipico, cesa la sintesis y almacenamiento de granulos de zimogeno
con una disminucion concomitante de la altura de las células acinares, esto seria

debido a la accion del carcinégeno sobre ellas.

El adenocarcinoma pancreatico es considerado de origen ductal debido a los
complejos de tubulos, los cuales son interpretados como derivados de la
proliferacion de los conductillos. Bockman et al. en las mismas investigaciones,®®®
@70 sugieren que las células acinares sufrieron desdiferenciacion a complejos
tubulares. Debido a la pérdida de los granulos de zimogeno y disminucién en la
altura de las células acinares pueden llegar a ser reconocidas como estructuras
similares a conductos. Por lo tanto, la presencia de complejos tubulares no deberia
ser considerada como evidencia de que la carcinogénesis se produce a partir de las

células de los conductos o la eliminacién de las células acinares como posibles

células de origen del adenocarcinoma.

Lesiones similares a las descritas en la rata, se producen en cobayas
inducidas por MNU (N-metil-N-nitrosourea). Rao y Reddy®™® encuentran
tempranamente dilatacion de la luz acinar con disminucion del citoplasma apical y
aumento de la actividad mitdtica de las células acinares formandose
pseudoconductillos. En dos animales observaron claramente la transicién desde

cambio pseudoductular a adenocarcinoma ductal.
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Tabla 2. Histogénesis del Carcinoma pancreatico. (incluye los diferentes tipos de células que pueden

ser transformadas y las lesiones precursoras que podrian dar lugar al carcinoma pancreatico.)

Longnecker(272)

ICELULA INICIAL LESION PRECURSORA| [CARCINOMA TIPO

-
( Nodulos de células de células acinares
———
Acinar  me—— acinares atipicas ductu-like
quistico

\indiferenciado

| Complejos duCtales  mm— rductal

Centroacinar Intraductal Mmucinoso

del conducto — Hiperplasia quistico
e —

del conductillo Anaplasia \_indiferenciado

Esta Tabla indica que las células acinares pueden ser transformadas y dar
lugar a tumores de células acinares diferenciados, adenocarcinomas indiferenciados
o carcinomas similares a conductos (“ductu-like”). De forma alternativa las células
centroacinares, de los conductos o de los conductillos, pueden transformarse dando
lugar a adenocarcinomas ductu-like y sin duda a otras variantes histolégicas como
demostré6 Pour. Estas observaciones sugieren la necesidad de replantearse la
importancia relativa de las células acinares en la histogénesis de carcinomas

pancreaticos en humanos.
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La tradicional perspectiva de la histogénesis de los carcinomas pancreéticos
en el hombre ha sido que los carcinomas procedian de los conductos. Esta
afirmacién esta basada en los tipos histologicos de tumores en estadios avanzados
y en la presencia de cambios hiperplasicos y displasicos en el epitelio de los
conductos del pancreas (como ya hemos comentado). Esta asociacion sugiere el
origen ductal de estos carcinomas. Restos fragmentarios indican que algunos
tumores humanos que han sido clasificados como ductales o anaplasicos deben
tener su origen en células acinares. Parsa®™® investigé el desarrollo de anticuerpos
monoclonales de las membranas de células acinares que estan aparentemente
ausentes en las células de los conductos o insulares. Sin embargo, un carcinoma
humano inducido “in vitro” tuvo un patrén de crecimiento anaplasico y mostr

reaccion con este anticuerpo, lo que sugiere que este tumor fue de origen acinar.

Por lo que tanto las células de los conductos, conductillos periinsulares e
intrainsulares, células centroacinares y acinares han sido consideradas como las

células que dan origen al carcinoma ductal. ¢’
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6. CITOFOTOMETRIA

La citofotometria es un método de andlisis fisico introducido por Cassperson
en 1936, que permite calcular la cantidad de una determinada sustancia existente
en el interior de la célula. Estas mediciones se basan en varios fenémenos opticos,
de todos ellos el mas frecuentemente usado es la absorciometria. La citofotometria
de absorcion se basa en que diferentes grupos quimicos coloreados captan energia
luminosa de una concreta longitud de onda. Las substancias absorbentes pueden
ser enddgenas o bien el producto final resultante de una reaccion quimica tintorial,
en la que la intensidad de la tincion sea proporcional a la cantidad de substancia a
detectar (reaccion estequiomérrica). EI cromoforo se cuantifica midiendo el haz
luminoso antes y después de su paso por la region problema. Asi, segun la ley de
Beer-Lambert, cuando un haz de luz atraviesa un material coloreado pierde
intensidad de forma proporcional al logaritmo decimal de la cantidad de color y de

grosor de dicho material.*”

La luz visible es la radiacion electromagnética mas
utiizada. Los errores en la utilizacion de esta técnica pueden deberse al

instrumento, a la preparacion o al propio operador.
La citofotometria estéatica ha sido utilizada para la cuantificacién del contenido

de DNA nuclear. La tincion mas empleada en estos casos es la de Feulgen, ¢®

aplicada a improntas, frotis y con menor frecuencia, a las secciones tisulares.
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Un factor importante que ha limitado en parte la aplicacion de la citofotometria
estatica es la lentitud y laboriosidad del método, frente al citbmetro de flujo, que es
un instrumento desarrollado con posterioridad, mas rapido y preciso, aunque
presenta el problema de que las células se encuentren suspendidas en un medio

liquido. Lo cual plantea problemas en el estudio de tejidos.

El DNA ha sido uno de los componentes que, con mayor frecuencia, ha sido
cuantificado. En la patologia tumoral se ha utilizado en el diagnéstico, pronéstico y
evaluacién de la respuesta tumoral a un tratamiento.®’” Ha significado un método
atil en diferentes neoplasias: de mama,?® pulmén, sistema urogenital,?’® &9
aparato digestivo,®? @82 (83 Jinfomas,®? tiroides.?®® También se ha utilizado
recientemente en los tumores pancreaticos acinares inducidos en ratas®® &) y

carcinomas de colon en este mismo animal.?%®
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7. OBJETIVOS

Los objetivos que pretendemos alcanzar en este trabajo de investigacion son:

e Desarrollar un cancer de pancreas experimental de acuerdo a las

pautas de estudios anteriores.

e Analizar el posible papel protector de la NIACINA en el desarrollo del

cancer.

e Detectar la influencia de la dosis de NIACINA en el bloqueo del

metabolismo del carcindgeno.
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8. MATERIAL Y METODOS

En la elaboracion de esta investigacion nos hemos guiado por los
principios éticos de caracter internacional aplicados a investigaciones meédicas
con animales, al tiempo que se ha cumplido con la legislacion espafiola al
respecto, especialmente el Real Decreto 1201/2005, 10 Octubre, que incluye la
Directiva 86/609 de la Comunidad Europea referente al uso de animales

experimentales.

8.1. MATERIAL: HAMSTER SIRIO DORADO

Para la elaboracion de la investigacion que presentamos, se han utilizado un

total de 85 hamsters sirio dorado, con un peso medio inicial de 100 gramos.

BOP. Suministrado por la empresa:

TORONTO RESEARCH

CHEMICALS, 2 Brisbane R.D. NORTH YORK ON M3J 2J8 CA.
Jeringuillas y agujas de insulina de 1 c.c.
NIACINA: suministrada por la Farmacia de D. Aquilino Corrales
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8.1.1. Primer experimento.

1° Experimento

Han sido utilizados sesenta hamsters sirio dorado hembras con un peso

medio al inicio de 100g. Doce de ellos sirvieron como control y los cuarenta y ocho

restantes se dividieron en 5 grupos en funcion de la programaciéon de su semana de

sacrificio.

Grupo I. Ocho animales a los que se les inyecté BOP disuelto en CINa al 0,9
N, por via subcutédnea, a dosis de 10 mg/kg de peso, una vez a la semana,
durante seis semanas y fueron sacrificados la mitad (cuatro) en la séptima

semana Y la otra mitad (cuatro) en la novena semana.

Grupo Il. Ocho animales a los que se les inyecté BOP disuelto en CINa al
0,9 N, por via subcutanea, a dosis de 10 mg/kg de peso, una vez a la
semana, durante diez semanas y fueron sacrificados la mitad (cuatro) en la

decimoprimera semana y la otra mitad (cuatro) en la decimotercera semana.

Grupo lll. Doce animales a los que se les inyecté BOP disuelto en CINa al
0,9 N, por via subcutanea, a dosis de 10 mg/kg de peso, una vez a la
semana, durante catorce semanas y fueron sacrificados cuatro en la
decimoquinta semana, cuatro en la decimoséptima semana y otros cuatro en

la decimonovena semana.

Grupo IV. Ocho animales a los que se les inyecté BOP disuelto en CINa al
0,9 N, por via subcutanea, a dosis de 10 mg/kg de peso, una vez a la
semana, durante diecisiete semanas y fueron sacrificados la mitad (cuatro)
en la vigesimoprimera semana y la otra mitad (cuatro) en la vigesimotercera

seémana.
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= Grupo V. Doce animales a los que se les inyectd BOP disuelto en CINa al

0,9 N, por via subcutanea, a dosis de 10 mg/kg de peso, una vez a la

semana, durante diecisiete semanas y fueron sacrificados cuatro en la

vigesimoquinta semana, cuatro en la vigesimoséptima semana y otros cuatro

en la semana vigesimoctava.

= Grupo control. Doce animales a los que se les inyectd suero salino, una vez

a la semana, por via subcutanea, como placebo y fueron sacrificados dos en

la séptima semana, dos en la undécima semana, dos en la decimoséptima

semana, tres en la vigesimoprimera semana y tres en

semana.

NP SEMANA DE

ANIMALES | SUSTANCIA | SACRIFICIO
Grupo | 8 BOP 7y9
Grupo I 8 BOP 11y 13
Grupo Il 12 BOP 15,17y 19
Grupo IV 8 BOP 21y 23
Grupo V 12 BOP 25,27y 28
Control 12 711,17, 21y

28

Los animales recibieron dieta y agua ad

la vigesimoctava

limitum y fueron pesados

semanalmente. El dia anterior a su sacrificio se les retiraba la alimentacién. Los

animales fueron sacrificados, en el tiempo programado, realizandose el estudio

necrosico de todos sus érganos. Asi mismo se recogié sangre para el estudio en

suero de los niveles de insulina.
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8.1.2. Segundo experimento

2° Experimento

Se utilizan veinticinco animales Hamsters sirio dorados hembras, que fueron

divididos en jaulas de cinco animales.

Grupo | Grupo control: cinco animales
Grupo Il Diez animales
Grupo Il
[ll. 1 Cinco animales [11.2 Cinco animales
Grupo Il Reciben 0,5 cc. de suero que contiene 1 gramo de BOP y que esta

diluido en el suero al 10%.

Grupo IlI Diez animales

lll. A reciben Niacina ¥2 ampolla, (1 ampolla = 17,5 mg/ml) y

BOP 1 gr.,

La inyeccion de la Niacina se administra 1 hora después.

lll. B reciben Niacina 1 ampolla entera y BOP 1 gr.

La inyeccion de la Niacina se administra 1 hora después.

110



N° SUSTANCIA SEMANA DE

ANIMALES SACRIFICIO
Grupo | control 5 20
Grupo I 10 BOP 20
Grupo I A 5 BOP y Niacina 20
B 5 BOP y Niacina 20

Una vez sacrificados los animales en la semana 20, se les realizé un estudio
minucioso de todos los Organos, recogiendo muestras para Su examen

histopatoldgico y sangre para analizar los niveles de insulina en suero.

8.2. METODOS DE DIAGNOSTICO DE LAS LESIONES

PANCREATICAS

8.2.1. MICROSCOPIA OPTICA.

La fijacion se realiz6 en formol al 10% (solucién acuosa de formaldehido al
35-40%. Panreac) durante 24 horas. Deshidratacion de los tejidos con alcohol etilico
(CH3 CH2 OH. Pm 46,07. Panreac) de 40° (1 hora), alcohol de 70° (1 hora), alcohol
de 95° (1 hora) y alcohol absoluto (2 cambios de 1 hora). Parafinado con una

mezcla de Benzol-parafina (Riedel-de haen AKTIENGASELLSCHAFF, SEEZZE-
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HANNOVER) 3:1 durante 20 minutos, benzol-parafina en una proporcion 1:1 por 20
minutos, benzol-parafina 1:3 (20 minutos) y parafina sola a 50° durante 30 minutos.
A continuacion se realiza la formacion de bloques por enfriamiento. Los cortes
fueron practicados a 5 micras con un microtorno LEITZ; las tiras obtenidas se
colocaron al “bafio maria” a 37°C para su estiramiento y recogida sobre portaobjetos
esmerilados. El desparafinado se realiza mediante 3 pases de 10 minutos cada uno
por xilol, a continuacion alcoholes de 70°, 90° y absoluto durante 10 minutos cada
pase, finalizando con agua destilada para el lavado. Se realizan tinciones con

Hematoxilina-Eosina, Tricromico de Masson, Pas y Reticulina de Wilder.

8.2.2. INMUNOHISTOQUIMICA

Mediante los estudios de inmunohistoquimica podemos localizar, identificar y
cuantificar en los tejidos determinados antigenos mediante reacciones antigeno-

anticuerpo.
Para ello es necesario unir moléculas marcadoras a los anticuerpos para
visualizar el lugar donde se produce la reaccion con sus correspondientes

antigenos.

El estudio lo realizamos sobre cortes de parafina utilizando para la

inmunotincion un procesador automatico Optimax Plus de Biogenex.
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8.2.2.1. Gen Supresor p53.

Para el estudio del gen supresor p53 utilizamos: la clona DO7 de BioGenex a
una dilucién de 1/400, anticuerpo secundario “antimouse” biotinado, incubacion con
estreptoavidina marcada con fosfatasa alcalina, cromogeno “fast red” de BioGenex y

tincién del corte con hamatoxilina de Carazzi.

La interpretacibn de la inmunopositividad se realiz6 por estudio

semicuantitativo segun el porcentaje de nucleos tefiidos y la visualizacion con un

microscopio Leica. El control utilizado fue un tumor de pancreas positivo para p53.

8.2.2.2. CEAy CA 19-9

Para el estudio del CEA utilizamos, la clona 12-140-10 de la casa Novocastra

a una dilucion de 1/100.

Para la determinacion del CA19-9 la clona es C-241:5:1:4 de la casa

Novocastra a una dilucién de 1/200.

Se utilizé un procesador automaético Leica-Bond 11l y para la determinacion se

us6 el método de la peroxidasa (polimero de Leica).
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8.2.2.3. Deteccidn mutaciones del gen K-ras

Para su estudio utilizamos un Cobas 4800 KRAS Mutation Test de Roche.

Los pasos a realizar son los siguientes:

Extraccion del DNA del tejido fijado en formol e incluido en parafina.

Del bloque de parafina realizamos 5-6 cortes de 10 micras que se introducen
en un tubo estéril de microcentrifuga. Eliminamos la parafina realizando varios

lavados con aceite mineral.

Dejamos incubando a 56°C en el termobloque durante toda la noche con la
solucién de Tissue Lysis Buffer y proteinasa K. Las muestras son introducidas en
un extractor de DNA automatico, el cual realiza la funciébn de extraccion y

purificacion del DNA mediante columnas

Cuantificacion del DNA

La muestra obtenida la medimos con el NanoDrop, que nos indica la calidad y
la cantidad de DNA que tenemos, dependiendo de ésto utilizamos méas microlitros o
menos para la técnica. Se prepara la placa siguiendo el protocolo suministrado por
la casa comercial del kit. Se centrifuga la placa para eliminar cualquier burbuja que
se haya producido al pipetear.
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Amplificacién y deteccion

Se introduce en el cobas, se seleciona la técnica de KRAS PCR only.

Al final del proceso, que dura 1 h 507, aparecen los resultados. (Imégen)

8.2.3. INSULINA

Utilizamos el método radioinmunolégico (RIA), basado en la competicion
entre la insulina marcada con 1125 y la insulina contenida en estandar o endégena

(en muestra) por ocupar los lugares de union del anticuerpo especifico.

115



Después de la incubacién (1,30 horas a temperatura ambiente) la cantidad de
insulina marcada unida al anticuerpo es inversamente proporcional a la cantidad de
insulina presente en la muestra. El método adoptado para la separacién de las
fracciones libre y ligada se basa en la utilizacién de un reactivo precipitante, en el
gue se encuentra el precipitado y en exceso un segundo anticuerpo. La cantidad se

expresa en plu/ml.
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9. RESULTADOS

Modelo animal

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 1

Grupo |

A los animales a los que se les administré inyecciones de BOP durante seis
semanas desarrollaron un indice de supervivencia del 100%. En la autopsia no se
observaron alteraciones significativas de ningun o6rgano. El estudio histolégico
mostrd pequefos focos de citolisis, pérdida de granulaciones en el citoplasma de las
células acinares y tendencia a formar pseudoluces. Los islotes no mostraban
alteraciones. Con las técnicas de inmunohistoquimica el CEA y el CA19-9 fueron
negativos y en los islotes se observaba positividad para la insulina.

Los niveles de insulina en suero oscilaron entre 11.2 y 25,1 con una media

de 13.2 plu/ml.

Grupo Il

Los animales de este grupo también desarrollaron un indice de supervivencia
del 100%. En el estudio macroscopico no aparecieron alteraciones y en el estudio
histolégico se observaron que algunos acinos presentaban una luz central con
nacleos rechazados a la periferia dando imagenes de pseudoconductos. En el
estudio de inmunohistoquimica se observan pequefos depdsitos de CEA en la zona
del glicocélix de algunas células.

Los niveles de insulina mostraron una variacion entre 11,4 y 19.8 con una

media de 13.1 ulu/ml.
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Grupo Il

La supervivencia de los animales del grupo tercero fue, asimismo, del 100%.
En el examen macroscopico los animales sacrificados en la decimoquinta semana
no mostraron alteraciones. Un animal de la decimoséptima semana y dos de la
decimonovena semana, presentaron en el lébulo esplénico del pancreas nddulos
milimétricos de coloracién blanquecina, el resto de los 6rganos no presentaban

alteraciones.

El estudio microscépico de todos los animales de este grupo mostraba
proliferacion de conductillos en las zonas préximas a los islotes. Estos conductillos
presentaban un epitelio aplanado junto con restos de células de tipo acinar. En
ocasiones se observaba alguna proyeccion de tipo papilar hacia la luz. Los animales
que macroscopicamente presentaban nodulos, mostraron una propagacion de
células atipicas que formaban estructuras ductulares con células descamadas en su

luz.

El estudio de inmunohistoquimica mostré depédsitos de CEA en la zona apical

de las células que presentaban proliferacion de tipo papilar.

Los niveles de insulina en suero variaron entre 12.2 y 20.1 con una media de

13.5 plu/ml.
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Grupo IV

Estos animales presentaron un indice de supervivencia del 75%. En el
estudio macroscopico se observaron, en todos los animales, tumores de pequefio
tamafio en el I6bulo esplénico y en dos también en el I6bulo duodenal. El estudio
microscopico de estos nddulos mostraba glandulas de pequefio tamafio, algunas

con dilataciones quisticas y siempre con epitelio hiperplasico y atipias citonucleares.

En torno a estas estructuras glandulares se observaba una reaccion fibrosa y
pequefios focos de infiltrado inflamatorio. Dos de los animales presentaron
afectacion hepatica y pulmonar con focos metastaticos a nivel hepatico y presencia
de células voluminosas de disposicion anarquica en el pulmén. Las técnicas de
inmunohistoquimica mostraron depositos de CEA en la superficie luminal de las
estructuras glandulares, y depésitos glandulares de CA19-9 en la zona apical de las

células con epitelio pseudoestratificado.

Las cifras de insulina en suero mostrarén diferencias entre un minimo de 16,2

y un maximo de 23.1 con una media de 19,58 ulu/ml.

Grupo V

La supervivencia de los animales de este grupo fue del 75%. Los nueve
animales supervivientes mostraron tumores localizados en el I6bulo esplénico, tres
animales mostraron también tumor en el I6bulo duodenal y un animal presento
tumor en el segmento gastrico. Estos tumores tenian un tamafo entre 0,5y 2,5 cm.

en un animal de la semana vigesimoséptima; dos de la semana vigesimoctava
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mostraron metastasis hepéticas y cinco animales mostraron afectacion pulmonar

con pequefias areas aumentadas de consistencia.

Histolégicamente todos los tumores presentaron nodulos formados por
pequefias luces, formaciones glandulares y en ocasiones estructuras quisticas.
Estas glandulas presentaban un epitelio hiperplasico con proyecciones
intraluminales y ocasionalmente, células mucosecretoras. Las atipias citonucleares
son abundantes y se observan figuras de mitosis m&s numerosas en las

proyecciones intraluminales.

El estudio inmunohistoquimico mostré depésitos de CEA en la superficie de
las células que forman las glandulas asi como en los restos celulares que se
encontraban en la luz. El CA19-9 era positivo en las células que formaban las

proyecciones papilares y a veces, en algunas células localizadas en el estroma.

La diferencia entre los niveles de insulina fueron entre un maximo de 27.7 y

un minimo de 18,8 con una cifra media de 20.66. ulu/ml.

Grupo control

Los animales utilizados en el grupo control no presentaron alteraciones
macroscoépicas ni microscopicas. El estudio de inmunohistoquimica fue negativo
para CEAy CA19-9.

Los niveles de insulina oscilaron entre 11.1 y 25.3 con una media de 12.9 plu/ml.
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Fig.1. Nodulos en los l6bulos pancreaticos Fig.2. Tumor pancreatico
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Fig.3. Metéstasis hepética

Fig. 5. Adenocarcinoma ductal Fig. 6. Inmunopositividad para CEA
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RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 2

Se utilizaron 25 hamsters sirio dorado hembras distribuidos de la siguiente

forma:

Grupo |

Grupo control compuesto por cinco animales.

La supervivencia fue del 100% hasta el momento del sacrificio. Su peso inicial
fue de 100 g. y el peso final de 117g. Durante todo el experimento no presentaron

alteraciones en su comportamiento.

Al realizar el estudio necrésico no se observaron alteraciones macroscoépicas

ni microscopicas significativas.

Los valores de insulina en suero oscilaron entre 11.2 y 24.5 con una media

de 15.7 plu/ml.

Grupo Il

Compuesto por diez animales a los que se les administr6 BOP a dosis de

10mg. /kg peso/dia durante dieciocho semanas.

La supervivencia a las veinte semanas fue del 80%, los dos animales

fallecidos lo fueron en las semanas decimosexta y decimoctava.
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A partir de la sexta semana los animales fueron perdiendo peso. La media

final fue de 86 g.

En las cuatro Ultimas semanas los animales comian menos y su actividad
habia disminuido. En el posterior estudio de los dos animales fallecidos se
encontraron pequefios nodulos en el I6bulo esplénico del pancreas, de menos de 1

cm. Macroscépicamente no se observaron alteraciones en el resto de los 6rganos.

El estudio microscépico puso de manifiesto la presencia, en los ndédulos
pancreaticos, de unas tumoraciones constituidas por luces glandulares con atipias
citonucleares, junto a pequefas dilataciones quisticas con epitelio plano o columnar

y con presencia de algunas células mucosecretoras.

En todos los animales sacrificados en la vigésima semana se observo la
presencia de nddulos tumorales o de placas blanquecinas en los l6bulos esplénico y

duodenal. Los tumores eran de un tamafo que oscilaba entre 0,8 y 2cm.

En el resto de los érganos solo se observd un ligero incremento de la

consistencia en los lI6bulos pulmonares y pequefios nédulos en el higado.

El estudio histologico mostré la presencia, en el pancreas, de neo
formaciones de tipo glandular constituidas por pequefias luces tapizadas por células
cilindricas o columnares con diferentes grados de atipia. También se observé la
presencia de dilataciones quisticas de diferentes tamafios, en ocasiones con un

epitelio que proliferaba hacia la luz formado por células cilindricas y mas
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frecuentemente, los quistes estaban tapizados por epitelio plano. En torno al tumor
se encuentra una discreta reaccion inflamatoria constituida por células
mononucleadas. Otras veces se observan neoformaciones glandulares con patron
mas solido (Fig. 7) junto con estructuras glandulares (Fig. 8), a veces con

proyecciones hacia la luz (Fig. 9) con abundantes células mucosecretoras Pas

Alcian + (Fig. 10y 11).

Fig. 10. Células PAS.Alcian + Fig.11.Papilas con positividad para PAS-Al

124



En todo el tejido pancreatico se observé una sustitucion de acinos por
estructuras ductales, encontrandose, en ocasiones, imagenes de transformacién de

acinos en conductos con presencia de células acinares y células ductales formando

pequefias luces (Fig. 12 y 13).

Fig. 12 Transformacién ductular. H.E Fig.13. Células acinares y ductulares. H.E

En el higado se encontraron pequefios nddulos constituidos por proliferacion
de pequefias luces glandulares junto a dilataciones quisticas rodeadas por un

infiltrado inflamatorio de células mononucleadas (Fig. 14).

Fig. 14. Higado. Dilataciones quisticas e infiltrado inflamatorio. H.E.
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El estudio inmunohistoquimico fue negativo para p53 y positivo para
CEA, en la superficie luminal de las glandulas (Fig. 15) y de CA.19-9 en forma de
depodsitos granulares en las zonas apicales de las células columnares y en el
estroma (Fig.16). La mutacion de K-ras la encontramos en el 70% de los tumores

estudiados.

P -
» a3

Fig.15. CEA. Inmunoreaccion positiva luminal Fig.16. CA 19-9 .Positividad en el estroma

El estudio de niveles de insulina en suero oscilaban entre 15.4 y 26.5, con una

media de 18,50 plu/ml.

Grupo Il

Compuesto por diez animales divididos en dos grupos de cinco cada uno.
Recibieron Niacina y BOP.

La Niacina en dosis de 0,5cc en el subgrupo Ay de 1cc en el subgrupo B.

La supervivencia de estos animales fué del 90% ya que solo fallecié un
animal en la decimoséptima semana.

Todos los animales a partir de la cuarta semana aumentaron su ingesta de

agua y también aumentd, considerablemente, la cantidad de orina eliminada.
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El estudio macroscopico de los animales, tras el sacrificio, no mostrd

alteraciones en ningun érgano. El pancreas era de tamafio y aspecto normal.

El estudio histopatolégico de los o6rganos de los hamster no mostrd
alteraciones significativas. El pancreas solo presentaba algunos conductos dilatados

y una discreta sustitucion grasa en el parénquima (Fig. 17).

Fig. 17. Pancreas. Vacuolas de grasa . H.E

No se encontraron lesiones tumorales ni pretumorales. En el higado se observaron
pequefias vacuolas de esteatosis de distribucion irregular y algunos conductillos

dilatados (Fig.18).

Fig. 18. Higado. Conductillos dilatados. H.E
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El rifibn solo mostraba tubulos dilatados (Fig. 19).

Fig, 19. Rifién. Tubulos dilatados, H,E

No se observaron diferencias morfolégicas entre los animales del subgrupo A

y del subgrupo B.

inmunohistoquimico también fué negativo para todos los

estudio

El

anticuerpos utilizados.

Los niveles de insulina en suero oscilaron entre 11.7 y 25.6 con una media de

13.45.

128



10. DISCUSION

DISCUSION DE LA METODOLOGIA EMPLEADA.

El objetivo principal del presente trabajo es evaluar la actividad de la Niacina
en el desarrollo del cdncer de pancreas. Para el estudio se han utilizado hamster
sirios dorados. En esta eleccion se han valorado dos caracteristicas de dichos
animales: un pancreas suficientemente grande y la capacidad de desarrollar un
adenocarcinoma con caracteristicas histopatolégicas similares a los que
observamos en humanos. La induccion del cancer se ha realizado con BOP, que fue
descubierto en la década de los 70 y utilizado por Pour la primera vez. Los tumores
se provocaron administrando BOP via subcutdnea, que produce un metabolito

(HPOP) en la secrecién pancreética.

La dosis de BOP utilizada ha sido 10 mg/kg ya que es la dosis idonea, como
hemos comprobado en estudios anteriores, % para producir tumores en pancreas.
Por tanto, el primer paso consistia en utilizar un modelo experimental que

desarrollara cancer de pancreas en el hamster sirio dorado.

Como hemos visto en los resultados presentados, el modelo experimental
cumplié con las expectativas y produjo adenocarcinomas pancreéticos en el 100%

de los animales sometidos a BOP y que no fueron tratados con Niacina.

Las caracteristicas histopatolégicas fueron similares a las que vemos en

humanos, como se deduce de los resultados.
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Todos los animales se han mantenido en igualdad de condiciones de luz,

temperatura y alimentacion durante las veinte semanas que duré el experimento.

El carcinégeno fué administrado por via subcutanea y la Niacina por via

intraperitoneal.

El experimento est4 conformado por dos fases bien diferenciadas:

12 fase: crecimiento tumoral.

El tiempo maximo empleado ha sido veinte semanas, se establecio por la

experiencia de nuestros estudios anteriores y se consiguié que la totalidad de los

animales presentaran carcinoma de pancreas.

22 fase: induccion tumoral y efecto protector o inhibidor del desarrollo

tumoral.

La importancia de esta fase estriba, en que actualmente se investiga cada

vez mas, para hallar formas preventivas frente a la aparicion de enfermedades y

particularmente frente al cancer.
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El andlisis de los tumores se ha realizado desde diversos puntos de vista:

- Por un lado, los marcadores tumorales mas clasicos CA19-9, y CEA.

- Por otro lado, la genética tumoral cada vez mas avanzada y mas relevante,

incluso en el prondstico de los tumores por lo que estudiamos las posibles

alteraciones del del gen supresor p53y de K-ras.

- Finalmente, el estudio anatomopatologico, correlaciona las alteraciones

morfolégicas que se producen en la inducién por el carcinbgeno con el papel

protector de la Niacina y las expresiones de la genética tumoral.
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DISCUSION SOBRE LOS RESULTADOS.

El cancer de pancreas es la cuarta causa de muerte y la segunda causa
después del colorrectal respecto a los tumores digestivos. Los adenocarcinomas

ductales son los canceres de pancreas mas frecuentes.

El cancer de pancreas no suele dar mucha sintomatologia en las primeras
etapas de su desarrollo, por lo general, se diagnéstica tarde y con diseminacion a
otras zonas del cuerpo como higado, pulmén o peritoneo. Solo el 10% de los

tumores diagnosticados los encontramos localizados s6lamente en el pancreas.

La tasa de supervivencia es de 1 afio, después de haber sido diagnosticado
el tumor, en un 24% de los enfermos. La tasa de supervivencia a los 5 afios, es del
5%, si se detecta en los primeros estadios y es posible aplicar cirugia. En este caso
la tasa de supervivencia a los 5 afios, seria del 20%. Pero nuestro estudio no va
encaminado hacia la supervivencia si no a la prevencion de la aparicion del

carcinoma ductal.

En este estado la Niacina ha demostrado tener un importante papel protector.
Los animales a los que se les inoculé6 BOP y fueron tratados con Niacina, no
desarrollaron tumores pancreaticos. El efecto de la Niacina en la induccién de
carcinomas, parece deberse a una inhibiciéon del mecanismo carcinégeno o que esta

substancia acta reparando el DNA. ?%9 (%9
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Se ha detectado que el efecto protector se realiza cuando administramos
Niacina después del carcindgeno. Esto es debido a que la Niacina es utilizada como

sustrato de la poli (ADP) ribosa. (292) (293)

En nuestro trabajo la dosis de Niacina no influye en su papel protector a

diferencia de los estudios previos de Riklis y col. %%

y hemos comprobado que
tanto dosis altas como bajas tienen el mismo efecto. Estudios realizados “in vitro”
demostraron que altas dosis de Niacina inhiben la reparacion del DNA por inhibicion
de la PARP-1, mientras que la Niacina a dosis bajas mejora la incorporacion del

NAD+, ayudando a la reparacion del DNA. Pero “in vivo” esta reaccién es poco

probable. ?°®

Una de las funciones de dicha enzima es la reparacion del DNA dafado. El
enzima utiliza como coenzima el NAD, mas que un incremento de la sintesis de
DNA. Por lo que, dado que no existe una mayor actividad en la sintesis del DNA en
el grupo tratado con BOP, puede afirmarse que se debe a un efecto reparador del

mismo.

Las lesiones encontradas en los hamsters que recibieron Niacina son
multifocales y no aparecen tumores aunque si lesiones en fases muy iniciales;
parece que es debido a que la Niacina impide la progresion a lesiones tumorales.
(296) (297)

La gran similitud que existe entre el cancer de pancreas humano y el

provocado de forma experimental, lleva a plantearnos si esta similitud se presenta
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también a nivel genético, lo que nos puede permitir realizar un estudio mas

exhaustivo del mismo, sobre todo en las etapas iniciales.

Una de las primeras alteraciones descritas en la carcinogénesis provocada
por el carcinégeno fué la mutacion del codon 12 del ge K-ras. La mutacion de este
gen es la mas frecuente encontrada en el cancer de pancreas humano, la tasa varia

de acuerdo a la poblacion estudiada y a la técnica utilizada.

Asimismo, este tipo de alteracion se ha descrito en modelos animales y en

alguin tipo de cancer de pulmén ®*®y colorectal humano.

Se ha encontrado una mutacién del codén 13 pero aparecié en un hamster

del grupo control que obviamente no habia recibido carcinégeno.

En nuestro trabajo el estudio con K-ras de los tumores inducidos en el
hamster por el BOP mostré6 mutaciones en un 70 %, cifra ligeramente inferior a lo
descrito por otros autores. ®® G% Esta diferencia entendemos que puede ser

debida a que nuestra muestra no es estadisticamente significativa. (Fujii, Cerny)

(301) (302)

En los animales a los que se administré Niacina el estudio de K-ras no

mostré mutaciones.
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El Gen supresor p53 es el que con mayor frecuencia resulta alterado en
neoplasias humanas y se encuentra mutado en un 50-70% de los casos de cancer
de pancreas humano. La elevada incidencia de mutaciones nos lleva a pensar que

podria tener un papel importante en tumores provocados en el hAmster.

La secuencia en el DNA del gen p53 en el hamster fué descrita en 1992,%%
pero hasta 2 afios mas tarde no se publica la secuencia en el primer estudio de

(304) Los

tumores pancredticos provocados mediante Nitrosaminas en hamster.
resultados obtenidos en este primer trabajo indican, contrariamente a lo previsto,
gue el p53 no parece tener un papel importante en la carcinogénesis quimica

pancreatica en el hamster.

Chang KW y Okita S. ©% G% han detectado una mutacién en el tumor
trasplantado, inducido por BOP y en unas células tratadas “in vitro” con metil-
nitroso-urea, mientras que no se manifestaron mas mutaciones en este gen en los
17 tumores restantes analizados. Estudios posteriores han confirmado esta

hipo6tesis que actualmente se acepta como valida

La ausencia de mutaciones del gen p53 en modelos animales de neoplasias
humanas, que presentan una elevada incidencia de mutaciones en este gen, es un
fendmeno relativamente frecuente. Estos autores, Okamoto Ohtsu H, Kress S. y
Oreffo, Vi. 07 (%) (309 tianden a considerar que las diferencias interespecie del
papel de determinados genes podrian determinar estas desigualdades. La
acumulacioén de la proteina p53, tanto en el nucleo como en el citoplasma celular,

estd asociada con la frecuencia en la presencia de las mutaciones del gen. La
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acumulacion puede ser detectada mediante tinciones inmunohistoquimicas y en el
cancer de pancreas humano se ha descrito, aproximadamente, en un 50% de los

tumores. G0

En el hamster sélo se ha detectado acumulacion nuclear de la proteina en 2
tumores transplantados que presentan mutacion, mientras que no aparece en caso

de tumores primarios analizados. ¢!V 12

Los valores de insulina fueron casi los mismos que en el grupo control, 16,4 y
en el grupo de BOP-Niacina fué de 15.7ulu/ml, mientras que en el grupo tumoral

alcanzé 18.5 plu/ml.

El CEA se ha utlizado como marcador en tumores colo-rectales,
pancreaticos, pulmonares, gastricos y de mama. En la presente investigacion solo
mostré positividad cuando aparece alteracion en el borde apical de glandulas
hiperplasicas; primero focalmente y luego como una zona que rodea totalmente la
zona apical de la glandula y se muestra intracitoplasméaticamente. También, el CEA
se desarrolla mas en las células tumorales dado que en nuestro estudio todos

desarrollaron carcinomas ductales bien diferenciados.

La inmunohistoquimica del CA19-9 nos permite diferenciar las lesiones
tumorales de las pretumorales. En las tumorales se localiza en cualquier lugar de la
célula y del estroma. En cambio en lesiones pretumorales lo encontramos en la

zona supranuclear de las células.
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También vemos que cuando el estadio tumoral esta mas avanzado
encontrandose en cualquier parte del estroma- hay mayores niveles de CA19-9 en

Suero.
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11. CONCLUSIONES

1. La estructura del pancreas del hamster sirio dorado permite que el modelo
Hamster—BOP utilizado en este trabajo, se pueda considerar el mejor para el

estudio del adenocarcinoma pancreético experimental.

2. El modelo Hamster-BOP-Niacina, dada la especificidad del carcindgeno,
sigue siendo una forma de estudio fielmente reproducible como indicador de

la proteccion frente a un carcindgeno.

3. Los tumores pancreaticos estudiados corresponden, desde el punto de vista
histol6gico, a adenocarcinomas ductales bien diferenciados y muy similares a

los humanos que son los mas frecuentes entre los tumores de pancreas.

4, La Niacina ha demostrado tener un papel protector en el desarrollo de los
tumores pancreaticos impidiendo en el 100% de los casos la evolucion de los
mismos. Posiblemente por una reparacion del DNA y no un por aumento de

la sintesis del mismo, manteniendo las lesiones aparecidas en los estadios 1

y 2.
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En nuestro estudio, las distintas dosis de Niacina no mostraron alteraciones

ni morfoldgicas ni del comportamiento biolégico en los animales tratados.

La especificidad de la metodologia actual puede justificar la discrepancia de
los resultados de nuestro trabajo con los de otros autores en relacion a los
marcadores tumorales, principalmente con el K-ras donde encontramos
mutaciones en el 70% de los casos mientras que otros autores lo describen

enel 80y 90%.

Seria conveniente incidir mas en los estudios de patologia molecular para

lograr un conocimiento mas profundo del comportamiento de estos tumores.

Como conclusion final el modelo HAMSTER-BOP-NIACINA sigue siendo un
estudio fielmente reproducible e indicador de la proteccion de un carcinégeno.
Alun no ha habido otro modelo que lo supere en eficacia y que pueda

adaptarse tanto a estudios genéticos como moleculares.
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