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1.1 ADENOCARCINOMA DE PÁNCREAS 

1.1.1 Epidemiología 

Según un informe publicado en el año 2020 por la Sociedad 

Española de Oncología Médica, la incidencia del cáncer de páncreas 

está alrededor del  3%, con  8.338 casos nuevos/año, y supone la 

3ª causa de muerte tras el cáncer de pulmón y el de colon, con 

7.132 fallecimientos anuales en 2018 (el 6,3% del total de 

fallecimientos por cáncer)1. Si se analizan los datos mundiales, el 

cáncer de páncreas es responsable de 432.242 muertes anuales 

según el último estudio de GLOBOCAN 2019, lo que supone la 8ª 

causa de muerte por cáncer2. Se trata del único tipo de cáncer que 

no mostró una aumento de supervivencia respecto a años previos. 

De hecho, la mortalidad por cáncer de páncreas ha aumentado un 

10% en las últimas tres décadas3, con mayores tasas de incidencia 

en los países industrializados y occidentales, según se muestra en 

la figura 1.  

 

Fig. 1.- Incidencia estimada de cáncer de páncreas en el mundo 

en 2020. El mapa muestra la distribución por países de pacientes 
de ambos sexos afectos de cáncer de páncreas en 2020, por 
100.000 habitantes (Fuente; GLOBOCAN 2020, WHO3). 
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Este tipo de cáncer se distribuye de forma homogénea entre sexos 

y se presenta con más frecuencia en pacientes entre la sexta y la 

séptima décadas de la vida. Su pronóstico global es malo, con 

tasas de supervivencia  inferiores al 20% al año del diagnóstico y 

del 5% a los 5 años. Ello se debe a la rápida diseminación vascular, 

linfática y perineural, que hace que un 85% de los pacientes 

presenten enfermedad diseminada en el momento del diagnóstico, 

siendo incurables, y únicamente subsidiarios de tratamiento 

paliativo. Solamente el 15–20% de los cánceres de páncreas 

pueden beneficiarse de la resección quirúrgica, hoy por hoy el 

único tratamiento curativo posible,  a pesar de la complejidad de la 

intervención y de su elevada morbimortalidad4,5.  

Estas cifras dejan clara la relevancia de esta patología, situación 

que se reafirma con el hecho de que en los últimos 30 años, no ha 

aumentado la supervivencia en pacientes afectados, a pesar de los 

avances diagnósticos y en investigación básica. Por este motivo, es 

necesario desarrollar nuevos métodos de diagnóstico precoz e 

identificar nuevas dianas terapéuticas en estadíos precoces de la 

neoplasia. 

1.1.2 Histología 

El 95% de los casos de cáncer de páncreas son adenocarcinomas 

(ADCP), que se originan en la porción exocrina del páncreas, y el 

5% restante son tumores endocrinos raros, que surgen de células 

de los islotes (tumores neuroendocrinos).  Este estudio se centra 

en el ADCP, cuya localización más frecuente es en la cabeza del 

páncreas. 

Desde el punto de vista morfológico, el ADCP típico está compuesto 

por células epiteliales de distinto grado de diferenciación glandular, 
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con un componente prominente de estroma desmoplásico (ver Fig. 

2).  

 

 

Fig. 2.- Localización e histología típica del ADCP. La mayoría 
de los ADCP son adenocarcinomas bien o moderadamente 

diferenciados, destacando la diferenciación glandular del 
epitelio. Se asocia la presencia de desmoplasia en el estroma 

circundante (Adaptado de; www.cancer.gov/ 

espanol/tipos/páncreas y Basturk et al. 6). 

 

 

1.1.3 Etiología del ADCP 

En el momento actual no se conoce la etiología del  ADCP. Se han 

analizado factores de riesgo asociados a una mayor incidencia, así 

como lesiones histológicas precursoras y alteraciones genéticas 

implicadas en su etiopatogénesis, que serán revisadas a 

continuación. 
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1.1.3.1 Factores de riesgo 

Existe un aumento del riesgo de presentar un ADCP entre el 2,5% 

y el 3,6% en los fumadores. Existen pocos datos de otros factores 

ambientales, tales como el consumo de alcohol o grasas, sobre el 

riesgo carcinogénico. Asimismo, se ha descrito un mayor del riesgo 

de desarrollar cáncer en pacientes con pancreatitis crónica previa 

(se revisará en detalle en el apartado 1.1.3) o con cirrosis 

hepática7. 

La agregación familiar de tumores pancreáticos y los síndromes 

hereditarios de alta penetrancia asociados al cáncer de páncreas 

(cáncer de colon hereditario no polipósico, poliposis adenomatosa 

familiar, Sd. de melanoma multifocal familiar atípico, Sd. de Peutz-

Jeghers, cáncer de mama y ovario hereditario asociado a 

mutaciones del gen BRCA, cáncer de páncreas familiar y diabetes 

mellitus insulinodependiente, pancreatitis hereditaria y fibrosis 

quística) representan el  5-10% de los pacientes. En estos casos, y 

en familias con más de cuatro miembros afectados, está 

demostrado un aumento de riesgo de la enfermedad de 57 

veces7,8, relacionado probablemente con una mutación germinal de 

genes reparadores de ADN (BRCA2)9. 

1.1.3.2 Genética y precursores neoplásicos 

Existen cuatro tipos de precursores de ADCP conocidos: las 

lesiones pancreáticas neoplásicas intraepiteliales (PanIN), las 

neoplasias papilares mucinosas intraductales (IPMN), las neoplasias 

quísticas mucinosas (MCN) y las lesiones planas atípicas (AFL)10–12. 

Lesiones PanIN 

Durante décadas se han descrito a nivel histológico lesiones 

microscópicas intraepiteliales de los ductos pancreáticos en 
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asociación con el ADCP, asumiéndose el origen ductal del ADCP13. 

Sin embargo, con la introducción a partir del 2000 de los modelos 

murinos genéticamente modificados (MMGM), se profundizó en el 

estudio genético del ADCP, principalmente en el oncogén entonces 

más relacionado con su inicio, el gen Kras. Sorprendentemente, 

tras someter a células ductales a la influencia de mutaciones sobre 

Kras, no se  evidenció un desarrollo de las mismas hacia PanIN o 

ADCP14. Sin embargo, autores como; Hingorani o Guerra, 

desarrollaron modelos de expresión de Kras oncogénico en células 

acinares que sí eran capaces de desarrollar lesiones tipo PanIN y 

PDAC15,16, como se expone más adelante en el apartado 1.2. Más 

adelante se describió un modelo de progresión secuencial de 

lesiones precursoras intraepiteliales ductales hacia el ADCP. Se 

desarrolló a raíz de haberse observado en piezas quirúrgicas, de 

forma accidental, lesiones tipo PanIN en el contexto de resecciones 

por patologías benignas. Años después fue descrito, en algunos de 

estos pacientes, el desarrollo de adenocarcinoma ductal invasivo en 

el remanente pancreático17,18
. 

La necesidad de una nomenclatura y clasificación internacionales 

de estas lesiones intraepiteliales fue abordada en la reunión de 

Think Tank del Páncreas en Utah, EE.UU, en 1999. En esta reunión 

se acordó adoptar una nueva terminología de la neoplasia 

intraepitelial pancreática o PanIN y un sistema de clasificación en 

tres grados según la evolución hacia la oncogénesis: PanIN 1, 

PanIN 2 y PanIN 3, con criterios histológicos precisos19 (ver Fig.3). 
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Fig. 3.- Secuencia evolutiva histológica de la progresión de los PanIN hacia el ADCP. En los 
ductos normales, el epitelio es monoestratificado (flecha). En los PanIN 1 se observan 

cambios mucinosos (flechas). En los PanIN 2 se identifica: aumento del tamaño de los 
núcleos, inicio de pérdida de su polaridad (flecha) y pseudoestratificación (corchete). En los 
PanIN 3 o carcinoma in situ,  hay pérdida de la polaridad de núcleos, mitosis y 

pseudopapilas (flechas).En el ADCP se observa ruptura de la membrana basal e invasión del 
estroma (asteriscos). (Adaptado de; Iacobuzio-Donahue20) 

 

La World Health Organization definió en el año 2010, los PanIN 

como lesiones microscópicas, planas o papilares, no invasivas, con 

un epitelio no invasor, caracterizadas por contener una cantidad 

variable de mucina y de grados de atipia citológica y 

arquitectural21. Tal y como se muestra en la figura 3, la secuencia 

evolutiva histológica de la progresión de los PanIN hacia el ADCP se 

define de la siguiente manera. A partir  de un ducto pancreático 

con un epitelio monoestratificado cuboidal, en la lesión PanIN1, se 

observan ductos con cambios mucinosos en las células del epitelio 

ductal, sin identificarse displasia. En la lesión PanIN 2 se observa 

un acúmulo de mucina citoplasmática asociado a displasia 

citológica, en forma de aumento del tamaño de los núcleos e inicio 

de pérdida de su polaridad y el inicio de pseudoestratificación de 

las células. En la lesión PanIN3 (o carcinoma in situ), se añade a la 

displasia celular grave (pérdida total de la polaridad de núcleos, y 

presencia de mitosis frecuentes) una displasia arquitectural con 

formación de pseudopapilas intraluminares. Finalmente, en el ADCP 

se observan glándulas neoplásicas mal definidas, con ruptura de su 
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membrana basal ductal y crecimiento invasivo hacia el tejido 

estromal circundante, de aspecto desmoplásico.  

En cuanto al análisis genético, se han descrito también una serie de 

alteraciones genéticas secuenciales en las lesiones PanIN hacia la 

carcinogénesis, que involucran la activación de oncogenes y la 

inhibición de genes supresores de tumores (ver Fig.4). Los 

oncogenes son genes que estimulan la proliferación celular no 

controlada cuando son activados. Actúan de manera dominante y 

pueden ser activados por una variedad de mecanismos: por 

mutación intragénica o  amplificación génica22.  

 

Fig. 4.- Evolución de las lesiones preneoplásicas PanIN en humanos. Se 
observa la correlación entre la variación en el fenotipo de la lesión (progresión 
en el grado de PanIN) con el acúmulo de anormalidades genéticas. Las 

mutaciones en el oncogén Kras ocurren de forma temprana en la secuencia 
PanIN, mientras que la pérdida de la función del gen supresor de tumores p53 

que regula la apoptosis es un evento tardío. (Adaptado de: Hruban R. et al23) 
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El oncogén Kras está mutado en el 90% de los ADCP humanos, 

estimulando  la síntesis de la proteína de señalización GTPasa  que 

codifica24,25. Un metaanálisis de las mutaciones que presenta en las 

lesiones PanIN observadas en el contexto de ADCP demostró un 

30% de mutaciones de Kras en PanIN 1a, más del 40% de PanIN 

1b y casi 90% en PanIN2 y PanIN 3. Estos hallazgos demuestran 

que la mutación de Kras es una de las anomalías genéticas más 

tempranas en la secuencia PanIN y en la carcinogénesis 

pancreática, y además su activación es fundamental para el 

mantenimiento de la neoplasia26. Otra alteración genética básica 

para la iniciación de la carcinogénesis del ADCP en relación con la 

secuencia PanIN es el acortamiento de los telómeros y la 

inestabilidad genómica que supone. Los telómeros son repeticiones 

cortas de secuencia de ADN, presentes al final de los cromosomas, 

que protegen de mutaciones genéticas durante la división celular.  

El acortamiento de telómeros se encuentra en más del 90% de los 

PanIN 1a y en más del 95% de todas las lesiones tipo PanIN27.   

El gen TP53 es el gen supresor de tumores que con mayor 

frecuencia se inactiva en muchos cánceres. De hecho, se encuentra 

inactivado en el 50-75% de los carcinomas pancreáticos28,29. Sin 

embargo, parece que este evento es muy tardío ya que sólo se 

observa en proporciones variables en las lesiones PanIN-330. Más 

adelante se describirá la relación entre la mutación del oncogén 

TP53 con la apoptosis, y su importancia en la progresión hacia 

ADCP. 

Otras mutaciones implicadas en la secuencia PanIN son las de los 

oncogenes INK4A, p16 y SMAD4, que aceleran el desarrollo 

tumoral hacia un comportamiento invasivo en estadios tardíos de 

las lesiones neoplásicas.  La proteína PDC4 está implicada en la 
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alteración de la vía del factor de crecimiento beta (BGF).  Está 

presente en lesiones PanIN 1 y PanIN 2, pero se observa una 

pérdida de SMAD4 tras la mutación de ambas copias del gen PDC4 

en un 30% de lesiones PanIN 3, lo que indica un evento genético 

tardío en la carcinogénesis pancreática10. 

En diferentes estudios, se ha descrito la existencia de un patrón 

genético similar en las células acinares con características 

fenotípicas “ductal-like” y en lesiones PanIN, con expresión de 

genes diana Notch y expresión del receptor de factor de 

crecimiento ErbB2, y pErk. Estos datos confirman el origen acinar 

de los PanINs16,31,32, aunque se pueden expresar también en 

ocasiones marcadores de diferenciación ductal33. Es decir, los 

PanINs se originan bien a través de desdiferenciación o 

transdiferenciación desde sus precursores acinares34,35, como se 

ampliará más adelante. 

Lesiones IPMN y MCN 

Los IPMNs y MCNs pertenecen al grupo de tumores quísticos del 

páncreas, que representan entre el 10-15 % de todos los tumores 

primarios del páncreas36. Sin embargo, cada vez se diagnostican 

más, debido a la mejora en las últimas décadas de las técnicas de 

imagen37, aproximándose a las observaciones del trabajo de 

Kimura et al.38 sobre páncreas examinados post-mortem, en el que 

describen lesiones quísticas hasta en el 25% de los casos. 

Comparten cambios morfológicos del epitelio similares. 

Macroscópicamente, son císticos y, desde el punto de vista 

microscópico, se agrupan lesiones epiteliales con poca atipia 

(adenomas), lesiones con displasia moderada, lesiones con 
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displasia severa (carcinoma in situ) y lesiones tipo carcinoma 

invasivo39,40. 

Los IPMN son el tumor quístico más común del páncreas. Se 

definen como neoplasias no invasivas epiteliales, productoras de 

mucina, que se generan del ducto pancreático principal o de 

secundarios. Son predominantemente papilares, y raramente 

planos21 (ver Fig.5, A).  

 

 

Fig. 5.- Precursores quísticos de cáncer pancreático. A: IPMN, desarrollado a partir de 
células ductales originadas del conducto pancreático principal (flecha) dando lugar a una 
dilatación y obstrucción del mismo por el tumor. B: MCN sin relación con el conducto 

pancreático principal. Se muestra una zona intralesinonal de displasia celular de alto 
grado (flecha). C: Detalle de foto previa, donde se muestra el característico estroma de 

tipo ovárico subyacente al epitelio (flecha) de los MCN. (Adaptado de; Iacobuzio-Donahue20) 

 

Predominan en el sexo masculino, con mayor incidencia en la sexta 

y séptima décadas de la vida. El 80% se desarrollan en la cabeza 

del páncreas40.  Se distinguen cuatro subtipos histológicos por las 

características de su epitelio: tipo foveolar gástrico (MUC1 , MUC2), 

tipo intestinal (MUC1, MUC2 + y CDX2 +), tipo pancreaticobiliar 

(MUC1 +, MUC2, CDX2) y tipo oncocítico (expresión variable de 

MUC1 y MUC2)41. El tipo intestinal es el más común y 

generalmente afecta al conducto pancreático principal. Los de tipo  
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carcinoma invasivo tienen un pronóstico más favorable que el 

ADCP clásico42. 

Los MCN representan el 8% de todas las neoplasias quísticas 

pancreáticas43. Se presentan casi de forma exclusiva  en mujeres 

entre los 40 y los 50 años. El 90% de estos tumores asientan en el 

cuerpo y la cola, y no muestran ninguna conexión con los ductos 

pancreáticos. La identificación histológica del estroma específico de 

tipo ovárico es característica de estos tumores. (ver Fig.5, B). El 

epitelio del revestimiento es de tipo mucinoso44. 

El pronóstico para los IPMN y los MCN no invasivos es excelente y 

la detección e intervención quirúrgica en la fase preinvasiva es 

curativa45,46. El pronóstico es pobre para los tumores con invasión 

estromal47. 

Debido a su naturaleza quística y a su contenido mucinoso,  la 

detección temprana de estos tumores es posible gracias a técnicas 

radiológicas de imagen y el examen citológico del contenido 

quístico obtenido por punción endoscópica ecoguiada48. 

 

AFL o “lesiones atípicas planas” 

Las AFL son lesiones displásicas con potencial también maligno, 

pero difieren de los PanIN en que no son mucinosas (ver Fig.6).  
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Fig. 6.- Características histológicas de la lesión plana atípica murina 

(AFL). Se observan como estructuras tubulares, en proximidad de áreas 
de metaplasia acino-ductal y de estroma desmoplásico. El área punteada 
en A se muestra ampliada en B, donde se aprecia mejor la displasia 

celular de la lesión en forma de núcleos celulares aumentados de tamaño 
e hipercromáticos. (Adaptado de Aichler et al49) 

 

Se definen como una proliferación displásica sobre un epitelio 

ductal plano en el contexto de metaplasia acino-ductal (MAD) y 

células inflamatorias, sin cambios mucinosos en el citoplasma de la 

célula, a diferencia de las lesiones tipo PanIN. También se 

caracterizan por tener una reacción estromal asociada en la que 

predominan fibroblastos50, a diferencia de la MAD pura o de los 

cambios reactivos en el epitelio ductal secundarios a un estímulo 

inflamatorio. Estas lesiones se han descrito en MMGM de ADCP (ver 

apartado 1.2) y en seres humanos con lesiones preneoplásicas49,50. 

Según el último consenso de expertos internacionales6 se acepta la 

existencia de AFL, tanto en el MMGM LSL-Kras G12D/+, en Ptf1a-

Cre ex1/+  a partir de las 8 semanas de edad, como en seres 

humanos (muestras de pacientes con historia familiar de ADCP)51. 

En estas lesiones se ha comprobado la desregulación de p53, la 

pérdida de expresión de Pdx1, la activación estromal (aumento del 
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índice de proliferación Ki67) o la delección del exón 2, junto con 

otras características genéticas específicas también en el ADCP. Sin 

embargo, son lesiones no invasivas, sin disrupción de la membrana 

celular basal, y con una estructura lobular conservada49. 

Relación entre pérdida de la función del oncogén p53 y la apoptosis 

Como se ha comentado con anterioridad, la pérdida de función de 

p53 es un evento tardío en la progresión del ADCP30. La 

inactivación de este gen supresor de tumores provoca una 

desregulación de la muerte celular y de la división celular30,51. 

La apoptosis se define como una forma fisiológica programada de 

muerte celular. Está caracterizada por una variedad de cambios 

bioquímicos mediados por las cisteína- aspartasas  (caspasas).  Se 

han descrito dos vías que conducen a la activación de las caspasas: 

la extrínseca, iniciada por la unión de receptores de muerte 

transmembrana, y la intrínseca, que requiere la disrupción de la 

membrana mitocondrial y la liberación de citocromo C junto con 

otras proteínas mitocondriales52. El gen supresor de tumores p53 

es el integrador central de la apoptosis, de la respuesta celular al 

daño del ADN, la transformación oncogénica y la respuesta en 

relación a factores de crecimiento52–54. La apoptosis está implicada 

también en la reversión de la hipertrofia a atrofia, en la destrucción 

inmunológica de células preneoplásicas, de células infectadas y en 

la destrucción de las células tumorales mediante quimioterapia o 

radioterapia convencionales55,56. En presencia de una mutación en 

el oncogén Kras, se desarrollará un ADCP cuando coexista 

mutación de un alelo de p53 en células acinares, o los 2 alelos en 

células ductales aunque, como ya se ha comentado, la alteración 

de p53 es un evento tardío en la oncogénesis del ADCP, por lo que 
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es posible que haya otros factores epigenéticos asociados al 

desarrollo del ADCP desde línea ductal57,58.  

Es importante destacar que la apoptosis se ha descrito de manera 

exhaustiva, en las últimas décadas, como el mecanismo 

predominante en la inducción de la atrofia del páncreas exocrino 

relacionada con la ligadura del conducto pancreático mayor59–61, 

procedimiento principal y motivo de este estudio.  

Reprogramación acino-ductal y metaplasia acino-ductal. Factores de 

transcripción NR5A2 y PTF1a. 

La identidad celular pancreática exocrina (acinar y ductal) y 

endocrina (células α, β, ∂, , y PP) se determina en la 

embriogénesis a través de una cascada de factores reguladores de 

transcripción genética, llamada  Pancreatic and duodenal homebox 

1 (Pdx1)62. Posteriormente, en la diferenciación hacia líneas 

celulares específicas pancreáticas intervienen otros factores 

reguladores. Muchos de ellos continúan modulando la expresión 

genética y la identidad celular en el órgano adulto63. La identidad 

celular exocrina depende principalmente de una cascada 

transcripcional que incluye al complejo Ptf1a,  Mist1, y  Nr5a264–67 

mientras que la identidad ductal está regulada y mantenida 

principalmente por factores de transcripción como; Sox9, Hnf6, y 

Hnf1b68–73. Pero las células pancreáticas maduras pueden perder 

sus características funcionales por un proceso de desdiferenciación 

bajo influencias de estrés celular de causas epigenéticas, genéticas 

o ambientales (como la inflamación). La llamada “metaplasia acino-

ductal” o “duct-like cells” consiste en la desdiferenciación acinar 

hacia un fenotipo y genotipo celular de tipo ductal. Este cambio 

puede ser transitorio y reversible74,75. Sin embargo, si persiste el 

estrés celular, la desdiferenciación celular puede evolucionar hacia 
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la senescencia funcional, hacia la transdiferenciación o la 

transformación de la célula en otra línea celular (ver Fig.7), hecho 

que puede conllevar el desarrollo de enfermedad pancreática (por 

ej.: aparición de diabetes o de ADCP)76. 

Así, tras numerosos estudios con MMGM se ha comprobado que la 

alteración de los factores que mantienen la identidad y función del 

compartimento acinar se asocian con la aparición de la MAD. En 

concreto, la pérdida de expresión del complejo Ptf1a64–67, del factor 

Mist 177,78, y del factor transcripcional Nr5a234 convierte las células 

acinares en células con fenotipo ductal. 
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Fig. 7.- Transición entre diferentes estados celulares en respuesta al estrés o daño celular. 
La transición hacia un diferente fenotipo (transdiferenciación) puede ocurrir de forma 
directa o mediante un estado intermedio de desdiferenciación. Asimismo, sería posible 

como hipótesis un estado de letargo celular en el cual la célula interrumpe su 
funcionamiento normal pero manteniendo características de su identidad celular, y del que 

puede revertir hacia un estado plenamente funcional. El estrés prolongado o la activación 
de vías oncogénicas pueden convertir una célula desdiferenciada o transdiferenciada en 
una célula patológica. Las flechas azules indican posibles cambios de identidad celular. 
(Adaptado de Puri et al.63,76) 



  Introducción 

 

 

28 

En diferentes estudios se ha descrito la existencia de un patrón 

genético similar entre las células acinares y en las lesiones PanIN, 

con cambios de expresión de genes diana Notch y del receptor de 

factor de crecimiento ErbB2 y pErk16,31. Se ha descrito, además, el 

papel del gen Sox9 que participa en el mantenimiento de la 

identidad celular ductal y en la formación de lesiones precursoras 

de ADCP originadas a partir de células acinares en un estado “duct-

like”32. En dos trabajos recientes; el de Cheng et al.79, y el de Shi 

et al.80, se utiliza la PDL en modelo murino tumoral para estudiar la 

línea celular de origen del ADCP. En ambos se describe la presencia 

de MAD, y se sugiere que las lesiones preneoplásicas observadas 

son de origen ductal, como se revisará con detalle en la Discusión. 

En relación a la transdiferenciación celular, también se ha 

estudiado el compartimento celular centroacinar (CCC) como 

posible factor etiológico en el ADCP49,81,82 a través de la expresión 

genética del factor de transcripción Sox932,83, Hes1, un efector de 

la vía Notch84, o a través de una metaplasia ductal en estudios con 

MMGM “knock out” para el gen supresor de tumores Pten85. Hasta 

la fecha, todavía no se conoce el mecanismo que correlaciona todos 

estos factores oncogénicos. 
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1.1.3.3 Influencia de la inflamación 

En el hombre, y en modelos animales experimentales, cualquier 

procedimiento quirúrgico provoca un estímulo proinflamatorio con 

liberación de citoquinas y factores de crecimiento86. 

Además, en los mismos modelos, se ha constatado que la 

inflamación crónica del páncreas es prooncogénica26,87,88.  Así, se 

ha descrito que las lesiones preneoplásicas pancreáticas tipo PanIN 

en modelos murinos con Kras mutante se desarrollan y progresan 

más rápido cuando se provoca una pancreatitis aguda o crónica con 

ceruleína, un análogo de la colecistoquinina. Se ha observado que 

cuando la activación es inducida con doxiciclina, incluso en ratones 

adultos16,89–91 se produce una progresión a ADCP invasivo en el 

contexto de pancreatitis crónica o delección de Tp5316,92. La 

activación del oncogén Kras en MMGM tiene el potencial de alterar 

a la célula acinar que se encuentra en este estado de 

desdiferenciación para iniciar la formación de lesiones PanIN con 

fenotipo ductal32,90, lo cual se considera un evento significativo en 

la progresión tumoral32,93. Como ya se ha comentado, el factor de 

identidad ductal Sox9 se sinergia con el Kras mutado para acelerar 

esta reprogramación celular32. La inflamación podría contribuír en 

la progresión de los PanIN mediante la eliminación de la barrera 

fisiológica de senescencia celular26 . 

Los mecanismos por los que la inflamación interfieren en la 

homeostasis normal del páncreas hacia estados prooncogénicos 

aún no están bien definidos. Por otra parte, se admite que la 

desdiferenciación celular presente en la MAD supone un estado 

transicional en el cual las células acinares adquieren propiedades 

ductales no absolutamente equivalentes a las de una célula 

pluripotencial,  pero sí con capacidad de regeneración en un 
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contexto de daño pancreático, la cual depende de la interacción con 

células del sistema inmune que actúan como reguladoras de la 

transdiferenciación94. Hay evidencia de que tras la inducción de una 

pancreatitis aguda con ceruleína en los MMGM a Kras, las células 

acinares se desdiferencian y posteriormente son capaces de 

regenerarse95. En otro estudio publicado se realiza un marcaje 

molecular y se analiza la evolución de las células acinares después 

de practicar una ligadura del ducto pancreático principal (PDL) en 

MMGM adultos96. En él se demostró que mientras la mayoría de las 

células acinares desaparecían, algunas adquirían la firma molecular 

de progenitoras multipotenciales presentes habitualmente durante 

el desarrollo embrionario en los extremos de los conductos del 

árbol pancreático. La multipotencialidad de estas células se ha 

confirmado tras detectarse diferenciación hacia células exocrinas y 

endocrinas, y se ha sugerido que la amplitud del daño celular sería 

el determinante de la capacidad de estas células de cambiar su 

identidad celular92. 

En este contexto, la desdiferenciación acinar de la MAD podría 

también interpretarse como una respuesta adaptativa a un 

estímulo de estrés celular como la inflamación, que impide la 

actividad proenzimática habitual de la célula acinar, para evitar la 

progresión hacia la disfunción y muerte celular76. 

Sin embargo, hasta la fecha no existen estudios experimentales 

diseñados para valorar el riesgo prooncogénico que podría suponer 

el componente de pancreatitis leve presente tras un acto quirúrgico 

terapéutico, ni tampoco tras la ligadura del ducto pancreático 

principal en modelos murinos, y su posible influencia en la 

progresión de lesiones preneoplásicas ya existentes en el páncreas.  
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1.1.4 Tratamiento del ADCP 

El tratamiento curativo del ADCP se basa fundamentalmente en la 

resección quirúrgica mediante pancreatectomía radical del 

segmento de páncreas donde se localiza el cáncer. Sin embargo, 

como se ha comentado en la introducción, solamente entre  el 15–

20% de los ADCP son resecables en el momento del diagnóstico. 

En el 60-70%  de los casos el ADCP se encuentra localizado en la 

cabeza de páncreas, a la derecha del confluente venoso 

mesentérico-portal (ver Figs. 2 y 8).   

 

 

Fig. 8.- División morfológica del páncreas. La cabeza se 
sitúa a la derecha del confluente venoso espleno-porto-

mesentérico. (Adaptado de; https://cancerstaging.org/ 

references-tools/quickreferences/ Documents/Pancreas,  

AMJCC 7th Edition, 2009). 

 

 

 

 

Los adenocarcinomas localizados en esta región pueden implicar 

una estenosis y/u obstrucción de los sistemas de drenaje biliar 

(conducto colédoco) y jugo pancreático (conducto de Wirsung), y 

https://cancerstaging.org/%20references-tools/quickreferences/%20Documents/Pancreas
https://cancerstaging.org/%20references-tools/quickreferences/%20Documents/Pancreas
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en el caso de lesiones localmente avanzadas  invaden localmente 

grandes vasos; arteria y vena mesentéricas superiores, vena porta,  

vasos esplénicos, el tronco celiaco, duodeno y ampolla de Váter 

haciendo en muchos casos difícil o inviable una resección radical98. 

Desafortunadamente, en el momento actual, no existen 

marcadores moleculares que hayan demostrado su eficacia en la 

detección precoz del ADCP y que permitan aumentar las tasas de 

resecabilidad y por lo tanto de supervivencia10,99. En este contexto, 

el tamaño tumoral, la resecabilidad o extirpación completa, 

reflejados en la clasificación TNM del American Joint Committee on 

Cancer (AJCC), y  el grado histológico son los principales factores 

pronósticos de  supervivencia100. 

La clasificación TNM define los estadios del cáncer de páncreas 

(tanto exocrino como endocrino) en función de la invasión local o T 

(tumor), la invasión locorregional o N (ganglios afectados), y a 

distancia de la enfermedad o M (metástasis; M0 ausencia, vs. M1 

presencia) con objeto de definir su resecabilidad y opciones de 

tratamiento (ver Tabla 1)101. 

Tabla 1.- Clasificación TNM de los tumores 
pancreáticos. (Adaptado de; AJCC 8th Edition Cancer Staging 

System101)  
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En el caso de tumores resecables, en base a la localización del 

ADCP en la glándula pancreática se utilizan diferentes técnicas 

quirúrgicas terapéuticas: 

1.1.4.1 Intervención de Whipple o duodenopancreatectomía cefálica 

Esta técnica se utiliza si el ADCP se localiza en la cabeza  o proceso 

uncinado del páncreas. Es la más utilizada, ya que el tumor se 

localiza en este segmento pancreático en la mayoría de los 

casos102. La duodenopancreatectomía fue realizada inicialmente por 

Kausch103 y desarrollada posteriormente por Whipple y 

colaboradores en 1946, cuando se popularizó104. Consiste en la 

resección del antro gástrico,  la vesícula biliar con el conducto 

cístico, del conducto biliar principal o colédoco, de la cabeza y del 

proceso uncinado del páncreas, del duodeno, y de un segmento 

proximal de yeyuno, asociando una linfadenectomía de los ganglios 

linfáticos peripancreáticos (ver fig. 9, A).  

 

 

 

 

 

 

Fig. 9.- (A) Fase exerética en la intervención de Whipple para el cáncer de cabeza de 

páncreas. (B) Fase reconstructiva en la intervención de Whipple para el cáncer de 
cabeza de páncreas (técnica de reconstrucción en una sola asa). (Adaptado de; 

https://www.bcm.edu/healthcare/care-centers/pancreas-center/procedures, by Scott Weldon) 

 

A B 

https://www.bcm.edu/healthcare/care-centers/pancreas-center/procedures
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La reconstrucción se realiza habitualmente mediante  tres 

anastomosis: la del remanente pancreático al yeyuno o al 

estómago (pancreatoyeyunostomía, o pancreatogastrostomía, 

respectivamente), la del conducto hepático común al yeyuno 

(hepaticoyeyunostomía) y, por último, una gastroyeyunostomía o 

anastomosis que reestablece el tránsito digestivo entre el 

estómago y el yeyuno (ver Fig. 9, B). Como variante técnica, es 

factible a nivel oncológico y técnico la duodenopancreatectomía con 

preservación pilórica, descrita inicialmente por Watson105, que evita 

la resección del antro gástrico y preserva el píloro practicando la 

sección proximal a nivel postpilórico. Van Berge Henegouwen et al. 

describió en 1998 una menor atrofia exocrina y endocrina (del  

56% y 25% respectivamente) en relación con la pancreatectomía 

sin preservación pilórica (73% y 20% respectivamente)106.  

 

1.1.4.2. Pancreatectomía distal 

Se utiliza si el tumor se localiza en el cuerpo o cola pancreáticos. 

 Se realiza una disección y resección de la glándula pancreática a la 

izquierda del eje mesentérico portal, con linfadenectomía de los 

ganglios linfáticos peripancreáticos y del hilio esplénico, con o sin 

esplenectomía asociada (ver Fig.10). 
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Fig. 10.- Pancreatectomía distal con esplenectomía, para un tumor de 

cola de páncreas. (Adaptado de; https://www.bcm.edu/healthcare/care-

centers/pancreas-center/procedures, by Scott Weldon) 

 

 

En el año 2003, Strasberg et al. describieron la 

esplenopancreatectomía radical modular anterógrada (RAMPS), una 

técnica de resección más radical y segura oncológicamente (ver 

Fig. 11)107. 

 

https://www.bcm.edu/healthcare/care-centers/pancreas-center/procedures
https://www.bcm.edu/healthcare/care-centers/pancreas-center/procedures
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Fig. 11.- Fase exerética en una RAMPS a la glándula 
suprarrenal izquierda, según técnica descrita por 

Strasberg107. A: vena porta; B: vena mesentérica superior; C: 

muñón de la vena esplénica; D: tronco celíaco; E: arteria 

hepática común; F: muñón de la arteria esplénica; G: muñón de 

la arteria gástrica izquierda; H: arteria gastroduodenal; J: 

arteria mesentérica superior; K: vena renal izquierda; M: vena 
suprarrenal. 

 

1.1.4.3. Complicaciones postoperatorias 

La complicación más frecuente tras una pancreatectomía es la 

gastroparesia o el retardo del vaciamiento gástrico hacia intestino 

delgado, y la más significativa por su potencial morbimortalidad es 

la fístula o fuga de líquido pancreático desde el remanente 

pancreático108,109. Esta última puede tener un impacto clínico muy 

variable, desde la ausencia de síntomas hasta la necesidad de 

reintervención quirúrgica urgente por hemorragia o sepsis, según 

se especifica en la clasificación del International Study Group for 

Pancreatic Fistula (ISGPF), y su prevalencia es muy variable 

oscilando entre el 2 y el 20% según lo revisado por este grupo109. 

Las fístulas en las anastomosis pancreaticoentérica son más 

comunes cuando el conducto pancreático de Wirsung es pequeño 
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(menor o igual a 3 mm) y la glándula es de consistencia muy 

blanda110. 

Las pancreatitis agudas en el postoperatorio de una 

pancreatectomía son resultado de la activación enzimática de 

líquido pancreático en el interior de la glándula durante o tras la 

intervención, que causa su inflamación. Puede evolucionar de 

forma aguda o crónica hacia la formación de colecciones líquidas o 

hacia la necrosis del tejido pancreático y adiposo peripancreático, y 

complicarse potencialmente con la sobreinfección de ambas y/o  un 

síndrome de respuesta inflamatoria sistémico grave109. 

1.1.4.4.Otros tratamientos asociados 

El tratamiento con radio-quimioterapia neoadyuvante puede estar 

indicado en pacientes localmente irresecables por afectación 

venosa y sin enfermedad a distancia o borderline111. Actualmente 

el tratamiento mediante quimioterapia adyuvante está indicado en 

todos los pacientes sometidos a cirugía con intención curativa99,112. 

Los últimos avances en dianas para terapias no quirúrgicas 

incluyen las inmunoterapias específicas, como neoadyuvancia o 

paliación en el tratamiento del ADCP. Sin embargo, a diferencia de 

otros tumores, no hay evidencia de beneficios clínicos en estudios 

clínicos en pacientes con ADCP avanzado. Ésto se atribuye a una 

falta de estímulos inmunológicos (falta de infiltración linfocitaria del 

tumor, así como un alto número de mutaciones somáticas) que 

dificultan la acción dirigida de las nuevas moléculas113–115. Sin 

embargo, recientemente Bailey et al. han definido 4 subtipos de 

cáncer pancreático en base a su análisis molecular, y uno de ellos 

parece ser más inmunogénico que los demás y, por ende, más 

susceptible de ser tratado mediante inmunoterapias específicas116. 

Actualmente se han publicado varios estudios clínicos que evalúan 
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nuevas terapias en este subtipo de cáncer, con inestabilidad de 

microsatélites. En concreto, Le Dung et al. estudiaron varias 

moléculas inhibidoras de un factor antiapoptótico, el PD-L1 

(programmed death 1-ligando) desde 2015 a la actualidad en el 

tratamiento del ADCP metástásico, en primer lugar con 

pembrolizumab, con un tasa de respuesta inmune relacionada del 

71%117,118 y posteriormente con durvalumab (estudio clínico de 

fase II en curso; A Phase Ib and II Open-Label, Multi-Center Study 

of MEDI4736 Evaluated in Different Combinations in Patients With 

Metastatic Pancreatic Ductal Adenocarcinoma, NCT02583477). 

1.1.4.5. Oclusión del conducto de Wirsung en la práctica clínica 

La intervención de Whipple fue descrita en 1935 como una  

duodenopancreatectomía con oclusión del conducto pancreático 

principal o conducto de Wirsung del remanente pancreático (ver 

Fig. 12)104.  

 

 

Fig. 12.- Ligadura de los ductos 
de Wirsung y Santorini, según 

técnica original descrita en 1935 
por Whipple. (Adaptado de; 

Treatment of carcinoma of the ampulla 
of Vater. Ann Surg. 1935104) 
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En 1971 Goldsmith et al.119 publicó un estudio en que comparaba la 

eficiencia de la anastomosis y la ligadura tras realizar una 

duodenopancreatectomía con índices de fístula pancreática 

similares para ambos procedimientos. 

Entre los años 1970 y 1980 se describen múltiples casos de 

utilización de la oclusión ductal quirúrgica del ducto pancreático 

para evitar el dolor a pacientes en casos de pancreatitis crónica, sin 

aparición de fístula pancreática o diabetes posterior en los 

pacientes, como se muestran en las figuras a continuación (ver Fig. 

13 y 14)120–122. 

 

 

Fig. 13.- Ligadura de los conductos de Wirsung y 

Santorini en el tratamiento de un paciente con 
pancreatitis crónica, como alternativa a la 
resección pancreática, en un caso publicado en 

1955 por J.A. Cannon. (Adaptado de; Cannon et al.122) 
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Fig. 14.- Ligadura del conducto de Wirsung. A: Ligadura del 
Wirsung y posterior sutura del parénquima pancreático 

seccionado transversal y en masa. B: Ligadura transduodenal del 
Wirsung. Técnica empleada en el tratamiento quirúrgico de 
pacientes con pancreatitis crónica, según descrito en 1977 por E. 

Hoffman. (Adaptado de; Hoffmann et al.121) 

 

La ligadura del ducto quedó en desuso hasta los años 90 en que se 

publicaron revisiones sobre la duodenopancreatectomía para evitar 

la anastomosis pancreática. Sin embargo, aunque la mayoría de los 

estudios relacionaba la ligadura del ducto a índices de fístula 

mayores123, había otros estudios retrospectivos controvertidos, en 

los que los valores de incidencia de fístula eran similares entre 

procedimientos124,125. 

Gall et al. validaron clínicamente en 1990 la idea de Gebhardt et 

al.126, los cuales emplearon en modelo canino una solución 

alcohólica de prolamina (Ethibloc) para desencadenar la atrofia 

exocrina del páncreas tras la obstrucción del conducto sugiriendo 

preservación de la viabilidad endocrina. Esta sustancia se 

solidificaba y reabsorbía a los 11 días, y conllevó la eliminación de 

la anastomosis pancreaticoyeyunal durante años.  Gall describió la 

utilización de este pegamento  en 328 pacientes, con unas tasas de 

A B 
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1,2% de mortalidad y 12,7% de morbilidad127. La oclusión del 

ducto con pegamentos condujo a la disminución de la tasa de 

mortalidad y morbilidad asociada. No obstante, tal y como sugieren 

dos estudios randomizados recientes128,129, las tasa de 

complicaciones es todavía muy elevada y algunos estudios alertan 

del riesgo de pancreatitis hemorrágica si la inyección del 

pegamento se hace a altas presiones130 o  con un mal sellado , lo 

que aumentaría la secreción de jugo pancreático por canalículos 

secundarios131. 

 En el apartado 1.3 se amplía información sobre los mecanismos  

fisiológicos de inducción de la atrofia exocrina tras ambos 

procedimientos sobre el ducto pancreático principal. 

 

1.2 MODELOS MURINOS TRANSGÉNICOS 

La ausencia de signos clínicos y analíticos dificulta el estudio de la 

fisiología previa al ADCP en humanos por lo que ya desde los años 

ochenta los modelos murinos de ADCP se han convertido en un 

punto clave en la investigación básica sobre el cáncer de páncreas. 

Estos modelos se han desarrollado de forma progresiva y paralela 

al avance en investigación básica en la etiopatogenia del ADCP. 

Los MMGM se establecieron a partir del año 200335. Sólo se ha 

conseguido simular de una forma fehaciente el desarrollo del ADCP 

humano en el ratón Mus musculus induciendo, a través de 

ingeniería genética, una secuencia de  lesiones preneoplásicas 

similar a la observada en los humanos, con una pérdida tardía de la 

función de p53. 
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En el modelo transgénico más conocido35,132 desarrollado en 2003 o 

“ratón de Hingorani”: el Pdx-1-Cre, LSL-KrasG12D,  la expresión 

del oncogén Kras resulta inducible. La expresión del alelo activo 

Kras G12D promueve el desarrollo de la secuencia PanIN15, así 

como de lesiones displásicas no mucinosas (AFL)12,49 y después de 

una latencia, el ADCP. Guerra et al. desarrolló en 2007 un modelo 

similar sobre un alelo de Kras inducible -en este caso el KrasG12V- 

con diana en células acinares, que también  provoca la secuencia 

PanIN hacia ADCP16. 

La inducción del alelo Kras se realiza mediante el “knock-in” de una 

secuencia genética de “stop” transcripcional en el exón 2  antes de 

la codificación de Kras. En dicho exón, se muta el codón Gly12 para 

codificar ácido aspártico (G12D) o valina (G12V), lo cual da lugar a 

las dos mutaciones más predominantes en el ADCP humano. 

Ambos alelos condicionales se comportan de forma similar16,133 La 

secuencia de "stop" evita la expresión del alelo Kras mutante, que 

puede ser reconocida y escindida por una proteína Cre-

recombinasa activa. Al cruzar ratones Kras inducible con ratones 

que expresan la enzima Cre-recombinasa (Pdx1 o Ptf1a), se genera 

una descendencia que expresará de forma heterozigota el alelo 

Kras mutado oncogénico en todo el páncreas, en lugar de en una 

sola célula, como ocurre en el ADCP espontáneo en humanos134. 

Estos animales desarrollan lesiones preneoplásicas tipo PanIN a 

partir de la semana 2 de vida y conforme los ratones crecen, se 

observan con mayor frecuencia PanINs de mayor grado. Así, se ha 

descrito que a los 4-5 meses de vida el 68% de los ductos son 

anormales, cifra que asciende al 82% a los 9 meses de vida y en 

muchos de los ratones de más edad, en el parénquima pancreático 

gran parte de los acinos se sustituyen por estructuras de fenotipo 

ductal-like (MAD), PanINs y por estroma con presencia de 
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fibroblastos y células inflamatorias15,31,135 . También se observa el 

desarrollo de lesiones AFL a partir de la semana 10 de vida, sobre 

las cuales algunos autores sostienen que representan uno de los 

precursores más probables de ADCP en el MMGM KrasG12D/+; Ptf1a-

Creex1 49,136. 

La reacción fibroinflamatoria observada en la etapa final del 

desarrollo hacia ADCP es muy similar a la observada en pacientes 

con cáncer pancreático. Tras una latencia aproximada de un año, 

estos ratones progresan hacia formas de ADCP invasivo. En estos 

casos, se desarrolla ascitis hemorrágica, pancreatomegalia y 

metástasis hepáticas e intraperitoneales15,137. 

En años posteriores,  los MMGM han ido incorporado mutaciones de 

acuerdo a los progresivos descubrimientos genéticos. Así por 

ejemplo, los ratones KPC fueron creados por entrecruzamiento de 

mutantes K-Ras (G12D) y ratones mutantes p53 (Trp53 (R172H)) 

que habían sido cruzados con Pdx1-Cre para conseguir la expresión 

de Cre recombinasa bajo el control del promotor Pdx1. Estos 

ratones demostraron un fenotipo invasor y metastásico debido a la 

inactivación del gen supresor de tumores p53, y una esperanza de 

vida reducida133. 

 

1.3 CAMBIOS HISTOLÓGICOS TRAS LA LIGADURA DUCTAL 

PANCREÁTICA E IMPLICACIONES CLÍNICAS 

En la literatura se ha descrito ya hace más de un siglo que el 

sellado o la ligadura permanente del conducto pancreático, 

mediante procedimientos quirúrgicos u otras técnicas, es un 

procedimiento que induce atrofia y cambios fibróticos en el 
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parénquima pancreático exocrino, preservando los islotes de 

Langerhans y los conductos excretores biliares59,130,146,138–145. 

En 1977, Little et al.130 estudiaron el efecto de la PDL mediante 

alquil-alfa-cianacrilato en un modelo de páncreas canino 

describiendo una atrofia pancreática reproducible con preservación 

de los islotes. Además, estos autores observaron un fuerte 

aumento en la amilasa sérica en cada perro, pero en el examen de 

autopsia a intervalos mensuales después de la operación, no se 

observó evidencia de pancreatitis crónica y ninguno de los animales 

presentó diabetes postquirúrgica.  

Posteriormente, en 1983 Isaakson et al.147 publicaron el efecto de 

la PDL en un modelo murino, también mediante el uso de 

cianacrilato. Se observó una atrofia secundaria del páncreas 

exocrino marcada con fibrosis e involución grasa macro y 

microscópicas. Se estudió además la función exocrina mediante la 

medición de amilasa y tripsina intraglandular, que se encontró 

disminuída. La función endocrina, medida mediante insulinemia y 

glicemia basales, no se alteró y los islotes endocrinos no variaron 

su histología normal. 

 En 1995 Watanabe describió y cuantificó de una manera precisa 

los cambios histológicos tras la ligadura del lóbulo esplénico del 

páncreas (el de mayor tamaño) en un modelo murino. Describió 

una atrofia exocrina de hasta el 90% de su volumen inicial al 7º día 

del procedimiento. Las células acinares atróficas acumularon 

gránulos de zimógeno, se condensó el citoplasma y el núcleo 

picnótico, con presencia de macrófagos140.  

Más recientemente, se describió la eliminación de las células 

acinares mediante mecanismos de apoptosis mediada por el gen 
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p53, según lo descrito en el apartado 1.1.3. En varios trabajos en 

los que se realizaba una PDL en modelo murino, se observó la 

presencia de MAD asociada a proliferación epitelial52,139. Nuestro 

grupo ha confirmado la activación de esta vía de apoptosis en 

páncreas distal en modelo murino no tumoral mediante el sellado 

del conducto pancreático principal. La técnica, publicada en 2014, 

fue la transección parenquimatosa mediante radiofrecuencia. En 

dicho modelo se confirmó una elevación de las caspasas al 3º día 

postoperatorio, observándose una atrofia exocrina masiva distal a 

la transección al mes de la cirugía, con presencia de MAD. Uno de 

los objetivos de esta línea inicial de investigación fue analizar la 

seguridad de la técnica quirúrgica, en términos de desarrollo de 

complicaciones significativas (en concreto, de fístula pancreática). 

Tanto en este estudio como en otro previo del año 2013, en el cual 

se genera una transección similar con radiofrecuencia también en 

modelo porcino, con resección pancreática distal posterior, se 

descarta el riesgo de fístula pancreática asociada a la propia 

técnica quirúrgica148,149. 

Dado que la MAD está considerada como una condición previa a la 

posible aparición de PanINs de bajo grado35 y de AFL12,49, 

interesaba analizar si a largo plazo se conservaba dicha capacidad 

proliferativa. Por ello, nuestro grupo diseñó un trabajo, publicado 

en 2015, para estudiar los cambios tisulares tras la transección 

pancreática mediante radiofrecuencia con sellado del conducto 

pancreático principal en modelo porcino (al mes; n=4, y a los 6 

meses; n=6). Según se muestra en la figura 15, se describió una 

sustitución del parénquima pancreático exocrino por tejido adiposo 

y conectivo, y una reducción significativa del área de MAD  (del 56 

al 21% en relación al área total en la sección transversal del 

páncreas, analizado entre el 1º y el 6º mes postoperatorios), con 
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preservación del componente endocrino60, hallazgos en línea con 

los trabajos previamente comentados. 

 

 

Fig. 15.- Aspectos de interés de la evolución tisular en páncreas proximal (P) y 
distal (D), tras el sellado del conducto pancreático principal en modelo porcino no 

tumoral. Destaca un aumento significativo del tejido conectivo y adiposo en el PD 
en el grupo de animales sometidos al sellado (Exp), al mes y a los 6 meses, 

respecto al PP. Además, se observa una sustitución parcial del parénquima 
pancreático normal por MAD, que disminuye en relación al resto de tejidos, 

conforme avanza el postoperatorio. (Adaptado de; Quesada et al.60) 

 

Estos estudios en modelo de páncreas sano de origen murino y 

porcino (más similar al humano) establecen, como respuesta 

fisiológica a la oclusión del ducto pancreático principal, una atrofia 

exocrina masiva con presencia de MAD con reducida capacidad 

proliferativa, y con tendencia a su desaparición con el tiempo.  
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En la clínica humana múltiples grupos han estudiado la involución 

del remanente pancreático, así como la pérdida de la función 

exocrina pancreática, en pacientes sometidos a pancreatectomía y 

anastomosis pancreatodigestiva posterior por cáncer. 

Fish et al. fueron los primeros en publicar, en 1969, las 

alteraciones en la función pancreática tras una pancreatectomía en 

forma de pérdida de peso y esteatorrea150. Posteriormente, 

Christiansen et al.151 demostraron un descenso en la secreción de 

amilasa, lipasa y tripsina pancreáticas. 

En 1998 Sato et al.152 describieron la involución volumétrica del 

remanente pancreático por tomografía axial computarizada (TAC) a 

los 2-3 años de la pancreatectomía por cáncer en 9 de 16 pacientes 

analizados sin atrofia pancreática previa a la cirugía. 

Leimaire et al. publicaron en 2000153 un seguimiento prospectivo 

de 17 pacientes con una mediana de 3 años tras la 

pancreatectomía por cáncer. En este estudio se describió una 

atrofia significativa del remanente pancreático respecto al 

preoperatorio por TAC (p=0,01) asociada a una insuficiencia 

exocrina, pero con función endocrina preservada. 

Por su parte Jang et al.154 en 2002 demostraron una atrofia 

exocrina funcional postoperatoria en 33 de 34 pacientes sometidos 

a pancreatectomía y reconstrucción pancreatodigestiva, mediante 

estudio de elastasa fecal. Posteriormente, el mismo grupo realizó 

en 2003155 un análisis por TAC de la atrofia postoperatoria del 

páncreas distal remanente tras pancreatectomía por cáncer. 

Durante el postoperatorio indujeron una hipergastrinemia mediante 

la administración de lansoprazol oral, con la intención de disminuír 

la atrofia exocrina del remanente.  Así, el volumen del páncreas 
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distal disminuía sólo en un 10,7% respecto a su volumen inicial 

frente a un 44% en el grupo control sin lansoprazol (p<0,001) en 

el cual se describió en un 53,4% de casos insuficiencia pancreática 

exocrina asociada.  

Igualmente, en nuestro grupo de trabajo, Quesada et al.156 

corroboraron en 2019 la involución volumétrica por TAC del 

remanente distal tras la intervención de Whipple con el paso del 

tiempo, describiendo una disminución del espesor de la glándula de 

0,4mm/mes, un acortamiento de 1,2mm/mes, y una disminución 

en su volumen de 1,17cm3/mes, tras 2 años de seguimiento. El 

tiempo de postoperatorio resultó ser el único factor significativo 

(p<0,001) asociado a esta involución en el análisis multivariante, 

sobre otros parámetros considerados como; edad del paciente, 

asociación de fístula postoperatoria, tipo de anastomosis, o técnica 

quirúrgica. 

En la práctica clínica, en relación a la intervención de Whipple, dos 

factores han potenciado explorar desde la década de 1970119 la 

PDL como una alternativa a la anastomosis pancreato-digestiva 

(APD), a través de diferentes técnicas; la oclusión del conducto 

pancreático principal con pegamento (OP), la sutura manual, o la 

mecánica. En primer lugar, la elevada incidencia y morbimortalidad 

de la fístula postoperatoria ocurrida tras realizar la APD, y en 

segundo lugar, la asunción de que una fístula pancreática del 

páncreas remanente distal (sin activación enzimática) es menos 

peligrosa que la ocurrida tras la APD129, en la cual las enzimas 

producidas por el remanente sí se activan tras la reconexión 

quirúrgica con el tubo digestivo. 
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Hasta el momento, sin embargo, no se ha conseguido demostrar la 

superioridad de la PDL frente a la APD en la literatura. Dos estudios 

prospectivos randomizados publicados en 2002 (Tran et al, con 86 

de 169 pacientes tratados mediante OP con Ethibloc®, Neoprene®, 

o Tissucol+aprotinin®)129 y 2003 (Suc et al, con 102 de 182 

tratados mediante OP de Tissucol+aprotinin®)128, no demostraron 

una disminución en la incidencia de fístula postoperatoria u otras 

complicaciones postoperatorias graves a corto plazo, en relación 

con la OP. En ambos trabajos se describió una mayor incidencia de 

diabetes postoperatoria. Otros autores han descrito también una no 

superioridad en revisiones de casos retrospectivas en la OP en 

relación a la APD157. 

Sin embargo, sí se ha seguido empleando y describiendo en la 

literatura la PDL del remanente como una alternativa quirúrgica en 

casos de complicación postoperatoria tras una intervención de 

Whipple por una fístula pancreática grave158, que requería una 

reintervención emergente con alta mortalidad, con el doble objetivo 

de inhibir la secreción pancreática del remanente y de reducir la 

necesidad de completar la pancreatectomía total (que asocia una 

elevada morbimortalidad159).  

Fromm et al.160 describe el cierre mediante sutura manual del 

conducto pancreático principal en 3 situaciones: 1. necesidad de 

finalizar rápidamente la intervención quirúrgica; 2. la presencia de 

un mesenterio yeyunal corto, que sólo permite realizar sin tensión 

una de las dos reconstrucciones necesarias tras la intervención de 

Whipple (biliar y pancreática), y 3. la presencia de edema yeyunal 

masivo que daría lugar a una anastomosis de riesgo.  
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Otros autores describen una posible indicación de cierre mediante 

endograpadora del conducto pancreático principal en pacientes de 

>65 años, especialmente con páncreas blando y conducto principal 

<3mm161. Otros trabajos asimismo describen, en series de casos o 

análisis retrospectivos, la sutura manual o mecánica del remanente 

pancreático tras la intervención de Whipple, sin un aumento de la 

incidencia de complicaciones postoperatorias mayores o de fístula 

pancreática significativa162,163. 

Recientemente en 2019, Mazzaferro et al.164 publicaron un nuevo 

estudio prospectivo para investigar la seguridad y eficacia de la OP 

frente a la APD, pero en este caso en una selección de pacientes, 

de acuerdo al riesgo de desarrollar una fístula postoperatoria. De 

100 pacientes sometidos a intervención de Whipple, 51 de ellos 

presentaban un alto riesgo de fístula pancreática postoperatoria 

(medida mediante una puntuación de >6 puntos en el Fistula Risk 

Score desarrollado por Callery et al.165), y fueron sometidos a una 

oclusión del conducto pancreático principal mediante inyección de 

látex de neopreno sin anastomosis del remanente. Destaca que, en 

esta selección de pacientes de alto riesgo, la tasa de fístula 

postoperatoria y de complicaciones postoperatorias se iguala a la 

del subgrupo de menor riesgo, sometido a APD. Se describió sin 

embargo un riesgo aumentado de diabetes a los 3 años de la 

intervención.  

En 2019 también, nuestro grupo publicó un estudio166 en el que se 

describe una técnica novedosa oclusiva del conducto pancreático 

principal: mediante sellado con radiofrecuencia (aplicada mediante 

un catéter bipolar endoluminal de 3Fr; Minitrode®, según se 

muestra en la figura 16), y se demuestra su superioridad frente al 

uso de pegamento (Glubran®) en un modelo porcino (n=34), en 
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términos de capacidad de oclusión y de inducción de atrofia 

exocrina distal al sellado del conducto. Así, en los animales 

sometidos a inyección de pegamento se observó una permeablidad 

del conducto principal en la necropsia en todos los casos, y en el 

estudio histológico se observó un despegamiento del pegamento 

que resultó en un patrón de oclusión del conducto irregular. Por el 

contrario, en el grupo de animales tratados mediante sellado por 

radiofrecuencia, se observó en el estudio histológico tras la 

necropsia una necrosis del epitelio del conducto tratado, con una 

fibrosis de la íntima, y una disminución de su diámetro resultante 

en su oclusión, sin observarse diferencias significativas en relación 

a complicaciones postoperatorias. 

 

 

 
 

Fig. 16.- Detalle del sellado con radiofrecuencia del ducto pancreático principal 
en modelo porcino, mediante un catéter endolumninal. En (A) se realiza 
mediante un abordaje transpapilar, y en (B) en un contexto de transección 

parenquimatosa previa. SL: lóbulo esplénico; DL: lóbulo duodenal; CL: lóbulo de 
conexión (CL); B: Puente. (Adaptado de; Andaluz et al.166) 
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Previamente habíamos publicado otro trabajo (2016; Burdio et 

al.167) en el cual se demuestra una menor incidencia de fístula 

pancreática tras la transección pancreática distal quirúrgica 

realizada mediante abordaje laparoscópico en modelo porcino 

(n=16) utilizando también un dispositivo de sellado del conducto 

pancreático principal mediante radiofrecuencia, en comparación 

con la transección mediante sutura mecánica (endograpadora). 

Volviendo al ámbito experimental, la inducción de atrofia exocrina 

pancreática mediada por apoptosis tras la PDL se ha demostrado 

en modelos porcino y murino no tumoral animal, pero nos 

preguntábamos si la PDL en un modelo de ADCP evolucionaría de la 

misma manera; hacia una atrofia exocrina.  
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HIPÓTESIS 

Teniendo en cuenta las evidencias publicadas hasta la fecha, 

nuestra hipótesis de trabajo es que la ligadura del ducto 

pancreático en ratones Ptf1a-Cre (+/ki); K-ras LSLG12Vgeo (+/ki) 

a las 12 semanas de vida (previo a la inactivación del gen p53) 

puede inducir una atrofia exocrina suficiente para evitar la 

progresión de PanIN y AFL hacia ADCP a pesar del posible efecto 

pro-oncogénico e inflamatorio del procedimiento quirúrgico de la 

ligadura. 

 

 

OBJETIVO 

El objetivo del trabajo es valorar el efecto de la PDL del lóbulo 

esplénico del páncreas en edad temprana sobre el modelo murino 

Ptf1a-Cre (+/ki); K-ras LSLG12Vgeo (+/ki) a través del análisis 

histológico y genómico de las lesiones preneoplásicas existentes en 

comparación con el páncreas no ligado (lóbulos; gástrico y 

esplénico) y grupos controles. 
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Capítulo 3: MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 

 

 

 

 



  Material y Métodos 

 

 

56 

3.1 MODELO ANIMAL 

Se utilizaron ratones macho y hembra Mus musculus // C57B6 

Ptf1a-Cre(+/ki)
; K-ras LSLG12Vgeo(+/ki) 15,16, a partir de ahora referidos 

como ratones Kras, cedidos por el Centro Nacional de 

Investigaciones Oncológicas de Madrid (CNIO). Se establecieron 

controles genéticos de la dos líneas progenitoras del modelo de 

ratón transgénico: el alelo mutante  K-Ras K-RasLSLG12Vgeo (+/ki)
 

(ratones PDL-G) y la línea progenitora de Cre-recombinasa Ptf1a-

Cre (+/ki)
  (ratones PDL-Cre). 

 

3.2 DISEÑO DEL ESTUDIO 

Dada la ausencia de estudios similares publicados hasta la fecha no 

fue posible realizar una estimación muestral, por lo que se optó por 

un diseño piloto en dos fases, con análisis de variables por 

subgrupos experimentales, según se expone más adelante.  

El protocolo de investigación animal fue aprobado por el Comité de 

Ética para la Experimentación Animal del Parc de Recerca 

Biomédica de Barcelona (PRBB) con referencia FBP-12-1422 y se 

realizó de acuerdo con las directrices aprobadas por el Comité de 

Cuidado de Animales de la Generalitat de Cataluña (DAAM 6529).  

El cuidado de los animales se realizó siguiendo los Principios 

Rectores Internacionales para la Investigación Biomédica con 

Animales elaborados por el Consejo de Organizaciones 

Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS)168. 

El personal responsable del proceso experimental tenía 

competencia acreditada para la manipulación animal. 
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El estudio se diseñó en dos fases: una fase experimental preliminar 

o Fase 1, y la Fase 2 o definitiva. 

 

Fase 1 (Preliminar) 

Se estableció una fase preliminar cuyo objetivo era el aprendizaje 

de la técnica quirúrgica y las técnicas de manipulación animal, así 

como de la anestesia y el procesado de muestras. Se emplearon 15 

ratones comunes Mus musculus. 

En relación a la técnica quirúrgica, el objetivo de esta fase fue 

reconocer la anatomía murina y completar la disección y realizar de 

forma segura la PDL del lóbulo esplénico adyacente a la vena 

mesentérica superior. Para ello, se utilizaron 9 animales de 12 

semanas de vida para realizar la PDL y 6 más para la disección y 

manipulación pancreática sin ligadura (sham).  

En la necropsia, prevista a las dos semanas de la cirugía, el 

objetivo fue la correcta identificación de la ligadura en los animales 

sometidos a PDL, y la correcta exéresis del bloque 

esplenopancreático. Al microscópio se investigó la existencia de 

atrofia exocrina en los casos de PDL.  

Fase 2 

En la fase definitiva o Fase 2 se analizan todas las variables 

descritas más adelante (apartado 3.10). 

El estudio se diseñó con un total de 88 animales, distribuídos en 18 

grupos experimentales para hacer posible el análisis de las 

variables de interés según el fondo genético, el tiempo del 

postoperatorio (PO) y la técnica quirúrgica empleada. Teniendo en 

cuenta la técnica quirúrgica empleada, se diferencian animales 
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control no operados, animales operados pero no sometidos a PDL, 

y animales operados y sometidos a PDL, según se muestra en la 

figura 17. 

 

Fig. 17.- Nomenclatura de grupos experimentales según técnica 

quirúrgica y fondo genético. Los animales "control-Kras" no están 
sujetos a disección ni a la PDL (no están operados). En los animales 
"sham-Kras" no se realiza la PDL, aunque sí se les opera y se les hace 

disección del istmo del lóbulo esplénico del páncreas. Los animales del 
grupo PDL sí son sometidos a PDL, y son de 3 fondos genéticos 

diferentes: Kras, G y Cre (ver apartado 3.1) 

 

Los animales de cada grupo se sacrificaron en tres momentos 

diferentes en base al tiempo de postoperatorio (PO): 1, 3 y 6 

meses. En relación al fondo genético, para evaluar el impacto tanto 

de la técnica quirúrgica como de la propia PDL en el modelo 

transgénico utilizado, se consideraron dos grupos control de las 
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líneas progenitoras, ratones PDL-G y PDL-Cre, a los que se realizó 

una PDL y se sacrificaron también a los 1, 3 y 6 meses. 

El análisis histológico en nuestro trabajo incluye 78 de los 88 

animales, distribuídos según se muestra en la Tabla 2, 

correspondientes a los animales que pudieron ser sometidos a la 

necropsia programada en el momento de interés del 

postoperatorio, y aquellos con MNE ocurrida más allá del 3er día de 

PO, según se describe en los apartados 3.6 y 4.3. Para el resto de 

los análisis (de morbimortalidad y de amilasemia) se han incluído 

datos de todos los animales hasta el momento de su muerte. 

 

Tabla 2.- Distribución de los animales. Se muestran los subgrupos considerados, 
según fondo genético, grupo experimental, y seguimiento postoperatorio.  

 NECROPSIA 

 No programada 1er mes PO 3er mes PO 6º mes PO TOTAL 

KRAS: Ptf1a-Cre, LSL-KrasG12V 

Control-Kras 0 3 5 5 13 

Sham Kras 4 3 2 3 12 

PDL-Kras 9 11 6 9 35 

Línea progenitora 1: K-RasLSLG12Vgeo(+/ki) 

PDL-G 2 3 5 4 14 

Línea progenitora 2: Ptf1a-Cre (+/ki) 

PDL-Cre 3 4 4 3 14 
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3.3 CUIDADO PREOPERATORIO 

Los animales fueron seleccionados y estabulados hasta la 10ª 

semana de vida, momento en el que fueron importados a las 

instalaciones del Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB), 

donde se les realizó la cirugía en la 12ª semana de vida. Se 

recibieron a lo largo de 15 meses, en grupos de 15 a 30 animales, 

de acuerdo a la evolución de las camadas y la adecuada selección 

genética realizada en el CNIO. 

Todos los animales tenían acceso a ingesta de alimento en pellets y 

agua ad libitum en un recipiente comercial bajo condiciones 

ambientales controladas durante 2 semanas para evitar la 

influencia del estrés. 

Antes de realizar el procedimiento, se controló el peso de los 

animales y se les administró analgesia preoperatoria con 

meloxicam (3 mg/kg) y buprenorfina (0,001 mg/kg) 30 min antes 

de la cirugía. 

Se realizó la inducción anestésica con isofluorano al 4% y se 

mantuvo a 2,5% en oxígeno al 100%. Se revisaron los reflejos 

plantar y palpebral previo a la realización del procedimiento 

quirúrgico, y se monitorizó la frecuencia respiratoria del animal 

durante el procedimiento para aumentar la dosis anestesia cuando 

fuese necesario. 

El abdomen del animal se rasuró y preparó con solución antiséptica 

de yodo y un campo quirúrgico. Durante la cirugía, los animales 

fueron colocados sobre una manta térmica y bajo una luz infrarroja 

para prevenir la hipotermia. 
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3.4 TÉCNICA QUIRÚRGICA 

Todas las cirugías y las necropsias fueron realizadas por el mismo 

equipo de investigadores (Fernando Burdío, Dimitri Dorcaratto, Rita 

Quesada, Patricia Sánchez y esta doctoranda).  

En los animales sham-Kras y aquéllos sometidos a la PDL, se 

accedió a la cavidad peritoneal a través de una laparotomía en 

línea media y se movilizaron el estómago, el páncreas y el bazo. El 

bazo se traccionó lateralmente y se diseccionaron los vasos 

esplénicos bajo control microscópico para prevenir la 

devascularización del parénquima pancreático. 

En los animales sometidos a PDL, la disección y ligadura se realizó 

en el istmo del lóbulo esplénico pancreático, en el lado derecho de 

la vena mesentérica superior, con una sutura de ácido poliglicólico 

8/0, tal como se muestra en la figura (ver Fig.18). Posteriormente, 

se reemplazaron el páncreas y el resto de órganos en su posición 

anatómica, y se suturó la incisión de la línea media en dos planos; 

utilizando una sutura de ácido poliglicólico 4/0 en plano 

subcutáneo, y otra de seda 3/0 en plano cutáneo. 
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Fig. 18.- Técnica de la PDL en modelo murino utilizada. A: esquema de la 
ligadura a nivel de la vena mesentérica superior, estableciendo la división del 

páncreas en; páncreas proximal (PP) a la ligadura que incluye los lóbulos; 
gástrico y duodenal, y páncreas distal (PD, correspondiente al lóbulo esplénico). 

B: Exposición y disección intraoperatoria del istmo del lóbulo esplénico (pinza 
inferior) mediante retracción craneal del estómago (pinza superior) previas a la 

ligadura. 

 

A 
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Tras la cirugía, los animales se recuperaron de la anestesia sobre 

una manta eléctrica y bajo una luz infrarroja antes de ser 

transferidos a sus jaulas, una vez recuperados  los reflejos plantar 

y palpebral. 

 

3.5 POSTOPERATORIO Y NECROPSIA 

Durante el PO los animales tuvieron libre acceso a alimentos y 

agua conteniendo una profilaxis antibiótica (Enrofloxacina, 500 mg 

/ kg) durante los tres primeros días. 

Se administró buprenorfina (0,001 mg/kg) y meloxicam (3 mg/kg) 

- por vía subcutánea como terapia analgésica cada 12 horas, 

durante 3 días. 

Durante las  primeras 72 horas PO se controlaron los signos de 

estrés asociados al procedimiento quirúrgico, como actividad física, 

gestos de autolimpieza y estado de alerta.  Se controló también el 

peso de los animales a las 72 horas PO y a la 1ª, 2ª y 4ª semanas 

postoperatorias y luego de forma mensual hasta los 6 meses. De 

acuerdo con los principios éticos de cuidado animal, si se 

observaba que un animal presentaba signos de estrés a partir del 

3er día del postoperatorio se continuaba la administración de 

analgesia y si el ratón seguía presentando signos de estrés en el 5º 

día de postoperatorio se sacrificaba.  

Se tomó una muestra de sangre de cada animal 

preoperatoriamente para determinar los niveles basales de 

amilasas. Después de la cirugía, se registró la amilasemia a las 72 

horas postoperatorias, a la 1ª, 2ª y 4ª semanas postoperatorias, y 
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cada mes posterior. Las muestras se analizaron en las instalaciones 

de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Autónoma de 

Barcelona. 

Los animales se sacrificaron en el momento establecido para cada 

grupo experimental según el diseño del estudio con inhalación de 

CO2 a una concentración del 70-90% y se realizó una laparotomía 

lateral para explorar la cavidad peritoneal. 

Se observó y anotó la presencia de líquido peritoneal libre, posibles 

colecciones y adherencias. En todos los animales se disecó el 

páncreas junto con un segmento del duodeno y el bazo, como 

referencias anatómicas. Se identificó la ligadura, si estaba 

presente, y se seccionó el lóbulo esplénico refiriéndolo como PD 

para un análisis posterior, anotando la presencia de atrofia 

macroscópica (ver apartado 3.10.3). Los otros lóbulos (gástrico, 

duodenal) se referenciaron como PP (ver Fig.19).  

 

Fig. 19.- Técnica de necropsia. A: Extracción en bloque del páncreas con un 
segmento de duodeno, estómago (e) y el bazo (s). B: Identificación y sección 
posterior del lóbulo esplénico del páncreas (PD) junto con el bazo para procesado y 

análisis independiente del PP y el PD (animal sham-Kras). PP constituído por los 
lóbulos; gástrico (g) y duodenal (d).  



  Material y Métodos 

 

 

65 

3.6 MUERTES NO ESPERADAS 

Se definió muerte no esperada (MNE) como el exitus antes del 

momento previsto de necropsia. 

Los animales que presentaron una MNE precoz (antes del 3º día 

PO) fueron excluidos del examen histológico final, ya que la 

inducción de una atrofia exocrina tras la ligadura es evidente a 

partir del 3º día tras la PDL y no antes, según lo revisado en el 

apartado 1.3. Sin embargo, sí se analizaron parámetros clínicos y 

analíticos de estos animales con el objetivo de intentar discernir la 

causa de la muerte. 

Se estudió cada caso de MNE revisando las notas de laboratorio en 

relación con la dificultad en la intervención quirúrgica, el 

comportamiento en el PO inmediato, la dificultad en la extracción 

de analíticas y los hallazgos de laboratorio y anatomopatológicos, 

en los casos en el que la calidad de los tejidos lo permitía. 

Se estudió la posibilidad de pancreatitis secundaria a la 

intervención quirúrgica en estos casos de MNE, investigando la 

asociación entre:  

- presencia de hiperamilasemia en los análisis de sangre 

-presencia de hallazgos microscópicos sugestivos de pancreatitis 

histológica 

- presencia de hallazgos macroscópicos sugestivos de pancreatitis 

histológica 
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3.7 GESTIÓN DE LAS MUESTRAS HISTOLÓGICAS 

Las muestras de tejidos se fijaron en formalina tamponada al 10% 

y se embebieron en parafina. Para el análisis histopatológico los 

páncreas se seccionaron de forma seriada en cortes de 3 μm hasta 

un máximo de 160 secciones por animal, 80 para el páncreas 

proximal y 80 para el páncreas distal. Siguiendo criterios 

cronológicos y económicos, y con el objetivo de analizar de forma 

lo más homogénea posible las piezas quirúrgicas, se selecccionó 

una de cada 20 secciones para teñir con hematoxilina y eosina y su 

posterior análisis histopatológico.  

La preparación de los especímenes (corte en PP y PD, inclusión en 

formol) y el montaje de los bloques de parafina fue realizado por 

Rita Quesada y esta doctoranda. El corte seriado de los bloques y 

tinciones de HE fue realizado por dos técnicos de laboratorio, Laura 

Fuentes y Tania Lobató, del Parc de Salut Mar/IMIM. 

 

3.8 ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO 

El estudio histopatológico se basó en el análisis macroscópico y 

microscópico de las piezas quirúrgicas. 

3.8.1 Estudio macroscópico 

En el momento de la necropsia, se identificó y registró si existía 

presencia de atrofia del páncreas distal a la ligadura, en caso de 

que la hubiere. Se definió atrofia macroscópica como la reducción 

del tamaño del PD respecto a ratones no sometidos a ligadura, 

asociado a un cambio en la coloración (color ocre), de acuerdo a 

observaciones previas similares140. 
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3.8.2 Estudio microscópico 

Las muestras seriadas seleccionadas y teñidas con HE de acuerdo a 

lo descrito en el apartado 3.7, se analizaron en las instalaciones del 

servicio de Anatomía Patológica del Hospital del Mar, bajo la 

supervisión de la Dra. Mar Iglesias (anatomopatóloga 

subespecializada en páncreas humano y murino).  

Se diseñó un formulario en la que se identifican los siguientes 

parámetros histológicos de interés:  

- Número total de lesiones PanIN 1, PanIN 2 y PanIN 3, y AFL en 

el tejido pancreático  

- Valoración semicuantitativa de la presencia de atrofia en cada 

segmento pancreático de cada animal 

- Valoración semicuantitativa de la presencia de inflamación en 

cada segmento pancreático de cada animal 

- Presencia, si fuera el caso, de necrosis tisular microscópica, 

colecciones, o adenocarcinoma.  

3.9 ESTUDIO GENÓMICO 

Con el objetivo de analizar la expresión génica en las muestras de 

interés se realizó un estudio mediante análisis de significación de 

microarrays o SAM (técnica estadística que utiliza la hibridación con 

sondas de RNA) realizada en las instalaciones del CNIO en Madrid 

en colaboración del Grupo de Carcinogénesis (Dr. Paco Real, Dra. 

Mónica Pérez, Dr. Jaime Martínez, Dra. María Villaverde) y el 

Servicio de Análisis de Microarrays del PRBB. 

Se seleccionaron 5 animales del grupo PDL-Kras (animales: 23, 25, 

47, 56, 59) para realizar el estudio genómico, con el objeto de 

disponer de suficiente tejido atrófico en la muestra de PD que 
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permitiera realizar la microdisección manual que implicaba la 

técnica.  

3.9.1 Muestras genéticas 

 Las muestras se procesaron tal como se ha descrito 

previamente169. El RNA total obtenido tras la hibridación con las 

sondas de DNA se aisló utilizando el kit de aislamiento de ácidos 

nucleicos totales RecoverAll de Life Technologies a partir de 40 

secciones seriadas de 3 μm de cada una de las muestras de PP y 

PD. Se evaluó la calidad, pureza e integridad del RNA utilizando, 

para las dos primeras, un espectrofotómetro NanoDrop ND-2000 

(NanoDrop Technologies) y para la tercera un bioanalizador Agilent 

2100 (Agilent Technologies). Dado que el número de integridad del 

RNA (RIN) obtenido por el bioanalizador no es informativo en el 

caso de muestras fijadas en formol y parafinadas, se utilizó como 

estimación de integridad de RNA un porcentaje de RNA >200nt 

para cada muestra. La amplificación, análisis, etiquetado e 

hibridación de los microarrays se realizó de acuerdo al protocolo 

GeneChip Pico Reagent kit (Affymetrix). Las condiciones de trabajo 

fueron: 50ng de input de RNA, 12 ciclos de amplificación previa a 

la reacción en cadena de la polimerasa (prePCR) y 16hr de 

transcripción in vitro. Después del procesado de las muestras el 

RNA se hibridizó al GeneChip Mouse Clariom S Array (Affymetrix) 

en el GeneChip Hybridization Oven 640. El lavado y escaneado de 

las muestras se realizó utilizando el Expression Washam and Stain 

y el GeneChip System de Affymetrix (GeneChip Fluidics Station 450 

and GeneChip Scanner 3000 7G).  

3.9.2 Preprocesamiento de los datos 

 El control de calidad de datos se realizó con el paquete 

arrayQualityMetrics170, sobre los datos en formato .CEL, obtenidos 
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de las muestras emparejadas de PP y PD de cada animal. Una vez 

comprobada el estándar de calidad, se ejecutó el preprocesamiento 

de los datos con oligopackage171. La normalización se realizó 

usando el  algoritmo Robust Multichip Average (RMA)172, que crea 

una matriz de expresión a partir de datos de Affymetrix. Los 

valores de intensidad sin procesar se corrigieron en segundo plano, 

transformados a expresión log2 y sometidos a normalización por 

cuartiles. Las sondas se anotaron usando la función annotateEset y 

los datos de anotación pd.clariom.s.mouse del paquete 

affycoretools173. A continuación, se ajustó un modelo lineal a los 

datos normalizados para obtener una medida de expresión para 

cada conjunto de sondas en cada matriz. Antes de realizar el 

análisis de expresión génica diferencial, la matriz de expresión 

obtenida después de la normalización por RMA se filtró por el rango 

Intercuartil (IQR) que proporciona una medida de la extensión 

media del 50% de las puntuaciones de intensidad para cada gen. El 

análisis de expresión diferencial se realizó para muestras 

emparejadas usando el paquete Limma (Modelos lineales para 

datos de microarrays)174.  La matriz de expresión normalizada se 

utilizó como input para el análisis de enriquecimiento de conjunto 

de genes (Gene Set Enrichment Analysis). Los conjuntos de genes 

con un FDR <0.25 se consideraron significativos. 

3.9.3 Análisis de expresión por cuantificación de PCR (qPCR) 

Para validar los resultados, se cotejaron mediante qPCR una 

selección de los genes que resultaron significativos en el SAM: 

Prss2, Ctrl,Try4, Tff2, Reg1, Nupr1, y como control endógeno 18S. 

La técnica empleada para la validación fue más compleja de lo 

habitual por el tipo de muestra del PD, de tamaño muy reducido. 

Su producto de amplificación debía ser pequeño, y cada primer 

específico tenía que poder unirse a dos exones contiguos (para 
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asegurar la amplificación de cDNA y no de DNA genómico). Para el 

análisis de qPCR, el cDNA se transcribió de manera inversa desde 

un máximo de 400ng de RNA total utilizando el SuperScript™ IV 

VILO™ Master Mix  (ThermoFisher) y se preamplificó utilizando el 

TaqMan®, PreAmp Master Mix  (ThermoFisher) según lo descrito 

por el fabricante, con 3 verificaciones de cada análisis. El análisis 

de datos de qPCR se realizó utilizando el método 2
-Ct 175

. Para la 

evaluación estadística, se aplicó una prueba t de Student para 

datos apareados considerando una expresión genética diferencial 

con p<0,05. 

 

3.10 VARIABLES ANALIZADAS 

3.10.1 Análisis de la morbimortalidad 

Se analizó a través de la evolución del peso de los animales, y las 

MNE, que se diferenciaron en precoces (antes del 3er día PO) y 

tardías (después del 3er día PO). 

3.10.2 Análisis bioquímicos  

Se determinó la amilasemia de acuerdo a lo descrito en el apartado 

3.5, definiendo hiperamilasemia como un nivel de amilasa 

sanguínea 3 veces superior al nivel basal, según artículos 

previos176,177. 

3.10.3 Histología 

Se analizaron los siguientes aspectos: 

1. Lesiones preneoplásicas en el grupo de animales Kras 

a. Número total de lesiones PanIN 1, PanIN 2 y PanIN 3, y 

AFL en el tejido pancreático de acuerdo con el 
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Consenso Internacional178 y la definición de AFL (ver 

apartado 1.1.3). 

Tal y como se describe el el apartado 4.3, para la 

interpretación de los resultados se reagruparon las 

lesiones como de bajo potencial maligno (PanIN 1) y 

lesiones preneoplásicas de mayor grado y potencial 

preneoplásico (HGPL) que incluían: PanIN 2, PanIN 3 y 

AFL. 

b. Distribución de lesiones preneoplásicas según fondo 

genético. 

Se realizó una validación del modelo murino 

transgénico utilizado, analizando la distribución de 

lesiones preneoplásicas en PP y PD tanto en ratones 

Kras como en los controles de fondo genético. Dos 

fueron los objetivos: primero, confirmar la presencia 

del alelo Kras mutado en el grupo de animales Kras, y 

segundo, confirmar la ausencia de lesiones en los 

grupos PDL-G y PDL-Cre. En éstos, la ausencia 

corroboraría que efectivamente no poseen mutaciones 

en relación al gen Kras, y que el procedimiento 

quirúrgico en sí no está relacionado con la aparición de 

las lesiones preneoplásicas. 

c. Análisis intergrupo. 

Se efectuó, en primer lugar, un análisis intergrupo del 

número de  las lesiones PanIN 1 y HGPL en el PP de los 

grupos control-Kras, sham-Kras y PDL-Kras (ver 

Fig.20). A continuación, se realizó el mismo estudio 

para el PD.  
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Fig. 20- Esquema del análisis intergrupo. 

 

d. Análisis intragrupo. 

Además, se comparó el número de lesiones 

preneoplásicas entre PP y PD de cada animal, del grupo 

experimental (ver Fig.21). 
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Fig. 21.- Esquema del análisis intragrupo. 

 

2. Análisis de la atrofia 

a. Presencia de atrofia macroscópica al realizar la 

necropsia (presente vs. ausente). Se definió un PD con 

atrofia macroscópica como un parénquima pancreático 

de color ocre y con reducción del tamaño respecto al 

PD de los animales control-Kras, de acuerdo a trabajos 

previos59,140. 

b.  Valoración semicuantitativa de la presencia de atrofia 

microscópica en cada segmento pancreático de cada 

animal, de acuerdo a las siguientes categorías: 

“ausencia”, “leve/moderada” (lobulillar), o “extensa” 

(afectación de múltiples lóbulos o con sólo preservación 

de islotes endocrinos). 
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3. Análisis semicuantitativo de la inflamación a nivel 

microscópico 

a. Valoración de los infiltrados inflamatorios por 

segmentos pancreáticos (PP y PD), de acuerdo a las 

siguientes categorías: “ausente”, “periductal”, 

“transductal”, o “extensa”, de forma similar a trabajos 

previos179–181. 

b. Presencia de infiltrado inflamatorio no fisiológico en 

ratones sham-Kras o PDL, y asociación con lesiones 

preneoplásicas. 

 

4. Presencia de pancreatitis histológica: 

a. Macroscópica, definida como la presencia en la 

necropsia de fibrina o fluido intraperitoneal libre. 

 

5. Microscópica, definida como la presencia de un infiltrado 

inflamatorio de PMN extenso asociando necrosis 

parenquimatosa o grasa extensa. 

 

6. Presencia de otros hallazgos de interés: necrosis tisular 

microscópica, colecciones, o adenocarcinoma.  

 

3.10.4 Análisis genómico  

La variable de interés fue determinar la expresión génica 

predominante en las muestras seleccionadas de animales PDL-

Kras, analizadas por segmentos (PP y PD).  
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3.11 ANALISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados se presentan como la media y desviación estándar 

(DE).  

Se emplearon estudios no paramétricos (Chi-Cuadrado, U-Mann 

Whitney y Kruskal-Wallis) para el análisis univariante.  

Se utilizaron modelos de regresión lineal para determinar la mejor 

ecuación de ajuste del número de lesiones PanIN 1 y HGPL en los 

momentos definidos del postoperatorio.  

Las variables significativas que se consideraron predictoras en el 

análisis univariante se sometieron a un análisis multivariante 

(backward stepwise análisis de regresión logística). Los resultados 

se expresaron como Odds Ratio (OR) con un intervalo de confianza 

del 95% (IC). Las diferencias entre variables se consideraron 

estadísticamente significativas con un valor de p<0,05. Los análisis 

estadísticos se realizaron con software estadístico (SPSS versión 

19.0, SPSS, Inc, Chicago, Ill). 

En relación al estudio de genómica, se ha descrito el análisis 

estadístico específico en el apartado previo 3.10.4.  
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Fase 1 (Preliminar) 

En el estudio preliminar se incluyeron 15 ratones Mus musculus, 9 

sometidos a PDL y 6 a un procedimiento sham. 

En todos los casos se identificó correctamente la anatomía del 

páncreas murino, y el istmo del lóbulo esplénico, realizándose la 

ligadura adyacente a la vena mesentérica superior en los 9 casos 

de PDL. 

Fallecieron 5 animales (tres animales PDL y dos sham) lo que 

resulta en una tasa de supervivencia del 67%. Las principales 

causas de MNE fueron peroperatorias: en la inducción anestésica, o 

por hemorragia intraoperatoria (3 animales; dos PDL y un sham). 

Los otros 2 animales (1 PDL, 1 sham) fallecieron en la primera 

semana por defectos en la técnica de extracción analítica, que fue 

modificada con posterioridad para evitar iatrogenia. 

En la necropsia reglada se pudo identificar en todos los casos el PD, 

si bien en tres animales resultó difícil por la presencia de 

adherencias. En el caso de los animales con PDL se identificó 

macroscópicamente un páncreas distal de menor tamaño y de color 

ocre respecto a los sham (ver Fig.22) La ligadura pudo identificarse 

correctamente en 4 de los 6 animales.  
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Fig. 22.- Aspecto macroscópico de las piezas 

quirúrgicas tras la necropsia en dos animales sometidos 
a PDL. Se delimitan los dos segmentos pancreáticos a 

estudio; PP: páncreas proximal. PD: páncreas distal. 

Flecha: ligadura. 

 

Tal como muestra la figura 23, en el estudio microscópico de los 

ratones con PDL se identificó la presencia de atrofia acinar extensa 

en 3 animales, y lobulillar o parcial en 2 casos. En un animal no se 

generó la atrofia esperada debido a un problema técnico con la 

ligadura. No se identificaron otras lesiones significativas en el PD. 

 

Fig. 23.- Segmentos de páncreas distal tras la PDL (escala: 

x10). A: Aspecto histológico de una atrofia extensa (tinción HE) 
(a). Área de atrofia exocrina, (b): bazo. B: Aspecto histológico 

de una atrofia lobulillar (tinción HE) (a): área de atrofia 
exocrina, (c): acinos pancreáticos conservados. 
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Fase 2 

4.1 Evolución de las cirugías y morbimortalidad 

No se detectaron desviaciones a los protocolos de cuidados 

peroperatorios de estabulación, manipulación, técnica anestésica o 

necropsia reglada descritos. En la técnica de extracción de 

analíticas fue necesaria la asistencia puntual de personal 

veterinario para algunas de las extracciones, realizadas 

principalmente en vena safena, y en casos difíciles, en las venas 

laterales de la cola. Durante el postoperatorio los animales se 

mostraron activos, con una correcta tolerancia a la ingesta de 

comida y bebida. Algunos en el postoperatorio 

inmediato (primeras 72h) mostraron síntomas de estrés o molestia, 

como el pelo erizado o la falta de conductas de acicalamiento, lo 

cual fue considerado normal en el contexto del postoperatorio 

inmediato. Se les administró pauta de analgesia de acuerdo con las 

pautas de bienestar animal descritas en el apartado 3.5. 

4.1.1 Evolución del peso de los animales 

Respecto al impacto del acto quirúrgico, tal y como se muestra en 

la figura 24, en el tercer día PO se observó una disminución del 

peso medio en los animales sometidos a cirugías (PDL y sham) en 

relación al peso preoperatorio, que se recuperó tras la primera 

semana PO.  
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Fig. 24.- Evolución del peso de los animales durante el seguimiento. Se observó en los grupos 

experimentales sometidos a cirugías (Sham y grupos PDL) una disminución del peso de los 
animales del grupo al 3er día postoperatorio, con una recuperación a la semana del PO 

estadísticamente significativa en todos los grupos experimentales, excepto Sham-Kras (*; 
p<0,001, ‡; p=0,05). Datos expresados en; peso medio (gramos), barras; ES. 

 

Posteriormente, los animales presentaron unas curvas de 

incremento de peso de acuerdo con lo esperado,  sin diferencias 

significativas entre grupos. El peso medio de los animales en el 

preoperatorio fue de 21,8±3,6 gr. y de 30,4±6,3 gr. a los 6 meses.  

 

4.1.2 Análisis de MNE 

La mortalidad global del experimento fue del 20,4%, 

correspondiente a 18 animales. La mortalidad en los animales 
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intervenidos (PLD y sham) fue del 30,5%; 20,6% en los animales 

PLD-Kras (n=14), y 33,3% en los sham-Kras (n=4), calculadas 

sobre el total de animales utilizados (n=88). Los animales control-

Kras no tuvieron mortalidad.  

 

En el análisis específico de las MNE, 10 de las 18 fueron precoces 

(<3 días tras la cirugía), y 8 tardías (6 entre los 0,5-1,5 meses 

postoperatorios, y 2 entre 1,5-2 meses). Tal y como se muestra en 

la figura 25, en 15 casos la MNE se relacionó con la técnica 

peroperatoria, intraoperatoria o anestésica. 

 

Fig. 25.- Gráfica de las causas de MNE (n=18). 

En el análisis clínico pormenorizado se observó que 5 de los 18 

animales con MNE presentaron hallazgos macroscópicos y/o 

microscópicos en la necropsia sugestivos de pancreatitis (ver 

apartado 3.6 y 3.10). Tal y como se muestra en la tabla 3 con 

detalles clínicos, tras revisar incidencias intraoperatorias, cabe 

destacar que en 4 de ellos se describió un sangrado intraoperatorio 

durante la manipulación del páncreas.  

 

(13,3%

)% (83,3%

) %)% 

(3,4%

) 
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Tabla 3.- Análisis de MNE. Detalles clínicos, histológicos y causa de muerte de los animales 

con necropsia no programada (Causas de la muerte: “Anest”; 2ª a técnica antestésica. 
“Quir”; 2ª a técnica quirúrgica (1);evisceración (2); pancreatitis 2ª. “?”; causa desconocida) 

 

 

En uno de los animales (PDL-G 11), se observó un aumento 

significativo de amilasa en sangre al 3er día de PO, que se 

normalizó a la semana, aunque este animal no falleció hasta 

trascurridos 45 días. En ninguno de los animales se observaron 

colecciones o abscesos durante la necropsia. 
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4.2 Análisis bioquímico 

A lo largo del estudio, y siguiendo el protocolo descrito, se 

obtuvieron 507 muestras sanguíneas perioperatorias, de las que se 

descartaron 49 por hemolización del material. Por tanto, los 

resultados se centran en 458 muestras.  

Teniendo en cuenta el criterio establecido de hiperamilasemia, 9 de 

65 animales (3%) presentaron en algún momento del periodo del 

seguimiento algún pico puntual de hiperamilasemia. En todos 

animales se ha analizado, de forma pormenorizada, si alguna 

situación descrita en el curso clínico o un hallazgo necrópsico o 

histológico pudieran estar explicar la elevación de amilasas. Sólo 

en un caso (el animal PDL-G 11), que presentó hiperamilasemia al 

3er día PO - aunque esta cifra se normalizase a 1ª semana PO - se 

detectó la presencia de pancreatitis microscópica en la necropsia, 

realizada 45 días después de la cirugía.  

En el análisis estadístico, se observaron diferencias en las 

concentraciones de amilasa basales entre los grupos 

experimentales. En concreto, el grupo sham (3148 ±707 U/L) tenía 

una amilasemia media superior de forma  significativa al resto de 

grupos, sin que pudiéramos encontrar una explicación a este dato. 

Por este motivo no se consideró indicado realizar un análisis 

intergrupo.  

Para determinar si existían diferencias en  la evolución de los 

valores de amilasa durante el seguimiento para cada grupo 

experimental, teniendo en cuenta que las condiciones de partida 

eran ya diferentes, se realizó un análisis estadístico de muestras 

apareadas intragrupo. No se observaron diferencias en la 

concentración de amilasa en sangre entre los diferentes momentos 
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del seguimiento para ninguno de los grupos experimentales (ver 

Fig. 26).  

 

Fig. 26.- Evolución de la amilasemia durante el seguimiento. No se observan diferencias 

estadísticamente significativas (datos expresados como; media U/L, barras; ES). 

 

Un animal, el PDL-Cre 9, presentó un valor de amilasa en sangre 

elevado de 91.010 U/L y 14.024  U/L al 1er y 7º días 

postoperatorios, con posterior normalización a la 2ª semana. 

Revisados los datos clínicos e histológicos relativos de este animal, 

no se identificó  ninguna desviación remarcable, y fue sacrificado 

según lo previsto al mes postoperatorio sin hallazgos destacables 

en la necropsia. Por ello, se le consideró estadísticamente como un 

valor atípico en la representación gráfica. 
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4.3 Análisis histológico 

Se realizó el estudio histológico del páncreas en los 70 animales 

sacrificados en el momento del postoperatorio programado, y en 8 

animales con MNE ocurrida a partir del 3º día PO, según se 

muestra en la tabla 4. 

 

Tabla 4.- Distribución de animales sometidos a los 
análisis histológicos, según grupo experimental y 
momento de la necropsia. 

  

NECROPSIA 

 
  PO programado MNE >3ºd PO TOTAL 

SU
B

G
R

U
P

O
S 

Control-Kras 13 0 13 

Sham-Kras 8 3 11 

PDL-Kras 26 3 29 

PDL-G 12 1 13 

PDL-Cre 11 1 12 

TOTAL 70 8 78 

 

  

En ellos, siguiendo el protocolo establecido, se seccionaron de 

forma seriada el PP y el PD en cortes de 3 μm (total de; 11200). Se 

seleccionó uno de cada 20 cortes, que se tiñó con HE para su 

posterior análisis. De esta forma, se analizaron 568 preparaciones, 

lo que supone una media de 8 preparaciones por animal, que se 

consideraron representativas de toda la muestra. 

En el estudio macroscópico, se observó una atrofia del PD en todos 

los animales sometidos a PDL (PDL-Kras, PDL-G y PDL-Cre), sin 

diferencias en relación a su fondo genético, respecto a animales no 

sometidos a PDL (comparación con los grupos control-Kras y sham-

Kras; p<0,001, p=0,004, respectivamente). El PD atrófico presentó 
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una disminución del tamaño del lóbulo esplénico con una coloración 

más ocre que el resto del parénquima (ver Fig.27). 

 

 

Fig. 27.- Aspecto macroscópico de los diferentes segmentos pancreáticos tras la PDL en 
animales Kras.  A: animal control-Kras.  B: animal PDL-Kras. Obsérvese el pequeño 

tamaño y color ocre del páncreas distal tras la PDL en B, en contraste con la ausencia de 
PDL en A.  PP: segmento de páncreas proximal; lóbulos gástrico (g) y duodenal (d), 

remanente gástrico (e).  PD: segmento de páncreas distal (lóbulo esplénico). Remanente 
esplénico (s). 

 

 

En relación al análisis microscópico, se analizó en primer lugar la 

relación entre el tipo de atrofia microscópica observada 

(categorías; “ausente”, “leve/moderada”, “extensa”; ver Fig. 28 y 

Tabla 5) mediante un análisis intergrupo en el PD entre ratones 

sometidos a PDL.  
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Fig. 28.- Aspectos histológicos del análisis de la atrofia exocrina en el PD de 

animales PDL. A: Atrofia leve/moderada, o lobulillar (escala: x10). B: Atrofia 
extensa (escala: x20). C: Detalle de atrofia extensa (escala: x200), donde se 

aprecia la sustitución de las células acinares por estructuras ductales, fibroblastos y 
tejido conectivo. 

 

 

Tabla 5.- Distribución de las categorías de atrofia 

microscópica consideradas en el PD de los diferentes 
grupos experimentales. 

  

CATEGORÍAS DE ATROFIA 

 
  Ausente Leve/Mod Extensa TOTAL 

SU
B

G
R

U
P

O
S 

Control-Kras 13 0 0 13 

Sham-Kras 5 6 0 11 

PDL-Kras 2 13 14 29 

PDL-G 2 2 9 13 

PDL-Cre 2 2 8 12 

TOTAL 24 23 31 78 

 

 

Se observaron diferencias estadísticamente significativas en 

relación a la presencia de atrofia microscópica “extensa” en el PD 

respecto a los grupos no sometidos a PD (comparación con los 

grupos control-Kras y sham-Kras; p<0,001, p=0,005, 

respectivamente), sin diferencias entre fondo genético, ni entre los 

segmentos de PP. No se observaron diferencias significativas 
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respecto a la presencia de atrofia categorizada como 

“leve/moderada”. Tampoco se observaron diferencias significativas 

entre los PD de los ratones sometidos a PDL, tras analizarlos en los 

diferentes  momentos del PO (1, 3, y 6 meses). 

En segundo lugar, en el análisis intragrupo, destaca la presencia de 

una mayor presencia de atrofia microscópicamente “extensa” en el 

PD respecto al PP de cada animal, dentro de los grupos sometidos 

a PDL (grupos PDL-Kras, PDL-Cre y PDL-G; p=0,001, p=0,014 y 

p=0,005, respectivamente). No se observaron diferencias 

significativas en estos grupos respecto a la categoría de atrofia 

“leve/moderada” entre segmentos pancreáticos. 

Dado que el modelo murino utilizado puede presentar lesiones 

preneoplásicas con un patrón histológico similar a la atrofia 

microscópica leve, interesaba analizar la relación entre la atrofia y 

el número de PanIN 1 y de HGPL. Tal y como muestra la figura 29 

A y C, se observó una reducción significativa del número medio de 

lesiones por animal en el PD de los animales que presentan atrofia 

extensa, respecto al de los animales sin atrofia, tanto PanIN1 

(8,2±29,8 vs. 43,8±46,6; p<0,001), como de HGPL (0,4±2,1 vs. 

1,3±3,7; p=0,059). 
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Fig. 29.- Relación de la presencia de lesiones preneoplásicas y la atrofia 
microscópica tras la PDL. La atrofia extensa se asoció a un menor número de PanIN 

1 (A) y HGPL (C), mientras que la leve/moderada a un aumento de ambas; PanIN 1 
(B) y HGPL (D). Datos expresados como; media del nº de lesiones por animal, 
barras; ES (**p<0,01; # p=0,059). 

 

 

En cambio, en el estudio microscópico de los animales con atrofia 

leve del PD no se demostró una reducción significativa del número 

de lesiones preneoplásicas respecto a los animales sin atrofia (ver 

Fig. 29 B y D). 
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Análisis semicuantitativo de la inflamación a nivel microscópico:  

Teniendo en cuenta la posible relación de la PDL con la presencia 

de inflamación como estrés quirúrgico, se hizo una estimación de 

los infiltrados inflamatorios según las cuatro categorías 

consideradas, tal y como se describe en el apartado 3.10.3: 

“ausente”, “periductal”, “transductal/reactiva”, o “extensa” (ver 

Fig.30 y tabla 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 30.- Infiltrados inflamatorios observados en ratones Kras.  

A:  Infiltrado de polimorfonucleares periductal en el PP del animal 
sham-Kras 32 (PO 3 meses). Estos infiltrados se describen como 

propios del modelo murino utilizado. Flecha: leucocitos 
adyacentes a células del epitelio ductal (escala: x20).  B: 
Cambios inflamatorios reactivos a la cirugía o infiltrado 

inflamatorio transductal, en el mismo animal. Flecha: infiltrado de 
PMN y linfocitos que atraviesa el epitelio ductal (escala: x20).  C y 

D (detalle): Foco local de necrosis pancreática con infiltrado 
inflamatorio extenso agudo y crónico en PP del animal  PDL- Kras 
38 (presentó MNE por evisceración al 8º día PO) (escala: x4, 

x10). 

 



  Resultados 

 

 

91 

Tabla 6.- Distribución de las categorías de inflamación microscópica consideradas en el 

PP y PD de los diferentes grupos experimentales. 

 

 

Al analizar la presencia o ausencia de infiltrados inflamatorios no 

propios del modelo (categorías “transductal y “extensa”) en el PD 

de los animales sometidos a cirugía (grupos; sham-Kras, PDL-Kras, 

PDL-Cre, PDL-G) vs. los no sometidos a cirugía (control-Kras); no 

se observaron diferencias estadísticamente significativas. En el 

análisis paralelo del PP, tampoco se observaron diferencias 

estadísticamente significativas. De la misma manera, en el análisis 

intragrupo tampoco se observaron diferencias significativas 

respecto a las categorías de inflamación transductal y extensa 

analizadas  entre PP y DP de cada animal, analizado de forma 

independiente para cada subgrupo experimental (grupos sham-

Kras, PDL-Kras, PDL-Cre, PDL-G). 

Con el objetivo de descartar la PDL como factor inductor de la 

presencia de infiltrados inflamatorios a nivel histológico, se analizó 

la posible relación entre alguna de las lesiones preneoplásicas 

consideradas en los grupos sham-Kras y PDL-Kras, y la presencia 

de inflamación; "transepitelial" y "extensa". No se observó una 
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variación en su número estadísticamente significativa para ninguna 

lesión preneoplásica, tras el análisis intergrupo e intragrupo. 

 

4.3.1 Distribución de lesiones preneoplásicas en ratones Kras 

Con el objetivo de validar el modelo murino transgénico empleado, 

se estudió la presencia de lesiones preneoplásicas en las líneas 

progenitoras (PDL-G y PDL-Cre), descartándose su presencia. 

Únicamente se observaron lesiones preneoplásicas en los ratones 

Kras (control-Kras, sham-Kras y PDL-Kras), resultados que validan 

el modelo murino transgénico utilizado. Por tanto, de aquí en 

adelante nos centramos únicamente en el análisis del grupo PDL-

Kras.  

La lesión preneoplásica más observada fue el PanIN 1 (n=6394), 

con una media de lesiones observadas para cada animal de 

60,3±108  equivalente al  97% del total de lesiones preneoplásicas 

observadas. Le siguen las AFL (n=142), con una media de lesiones 

por animal de 1,3±2,6 (2,5% del total),  las PanIN 2 (n=32) con 

una media de 0,3±0,8 lesiones por animal (0,4% del total) y 

finalmente las PanIN 3 (n=10) con 0,09±0,6 lesiones por animal 

(equivalente a 0,1%). 

Según lo expuesto en el apartado previo 3.10.3, se analizaron los 

resultados de PanIN 1 y por separado los de las lesiones de mayor 

potencial preneoplásico  (HGPL) que incluyen lesiones; PanIN 2, 

PanIN 3 y AFL. 
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Análisis de PanIN 1 

En el análisis intergrupo de estas lesiones se observó que en el PP 

de todos los grupos Kras aumenta el número de lesiones conforme 

avanza el tiempo. Este aumento tiene un buen ajuste con una 

correlación lineal (r=0,57; p<0,01) sin diferencias estadísticamente 

significativas entre los grupos. En relación al PD, se observaron 

diferencias significativas entre los grupos experimentales. Es 

evidente un incremento del número de PanIN 1 en los grupos 

sham-Kras y control-Kras durante el seguimiento, con buen ajuste 

a la correlación lineal (r=0,503, p=0,02 e IC 95% 12,96-135,63), 

pero no así en el grupo PDL-Kras. En concreto para PDL-Kras, tal 

como muestra la figura 31 (i), a los 3 meses se observa un 

descenso en el número de PanIN 1 que es estadísticamente 

significativo a los 6 meses, en comparación con los grupos no 

sometidos a PDL (control-Kras y sham-Kras). 

Si analizamos los cambios intragrupo, se observó en el grupo PDL-

Kras un número significativamente menor de PanIN 1 en el PD en 

comparación con el PP en cada periodo de seguimiento. Tal y como 

muestra la figura 31 (i), las diferencias entre PP y PD son 

estadísticamente significativas al 1er y 6º mes (p=0,001; p=0,002) 

y rozan la significación al 3er mes de PO (p=0,053). Cabe destacar 

que a los 6 meses de PO, el número de PanIN 1 en PD es casi 24 

veces menor que en PP (7±21 vs. 169±151 lesiones medias por 

animal±DS). 

Por el contrario, en los grupos control-Kras y sham-Kras no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas en el número 

de PanIN 1 entre segmentos de PP y PD en ningún periodo del 

seguimiento.  
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Fig. 31.- Evolución en el tiempo de las diferentes lesiones preneoplásicas analizadas por 
segmentos pancreáticos. Datos expresados en; nº lesiones medias por animal, barras; 

ES) 

En (i) se muestra el ascenso con el tiempo del número de PanIN1 en los PP de todos los 
grupos. En relación a los PD destaca el descenso de PanIN1 en el grupo PDL-Kras vs. el 

resto de grupos, significativo a los 6 meses de PO (*; p=0,01). En el análisis intragrupo 
de los PDL-Kras se observa un descenso de PanIN1 en el PD respecto al PP en todos los 

momentos analizados del PO (†;<0,05), (‡; p=0,05).   

En (ii) se muestra la tendencia al ascenso con el tiempo del número de HGPL en los PP 
de todos los grupos. En relación a los PD destaca el descenso de HGPL en el grupo PDL-
Kras vs. el resto de grupos, estadísticamente significativo a los 6 meses de PO (*; 

p=0,01). De nuevo, en el análisis intragrupo de los PDL-Kras se observa un descenso de 
HGPL en el PD respecto al PP a los 3 y los 6 meses del PO (†;<0,05), (‡; p=0,05). 
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Análisis de HGPL 

En el análisis intergrupo de los segmentos de PP se observó 

también un  incremento de lesiones conforme avanzaba el 

seguimiento, aunque no de forma estadísticamente significativa 

[Fig. 31 (ii)] y no hubo diferencias entre grupos. 

En relación al PD, se observaron de nuevo diferencias significativas 

en el número de HGPL entre los grupos experimentales. Hubo un 

incremento en el número de HGPL en los grupos control-Kras y 

sham-Kras durante el seguimiento con buen ajuste a una 

correlación lineal (r=0,562; p=0,008). Por el contrario, no se 

observó dicho incremento en el número de HGPL en los segmentos 

de PD del grupo PDL-Kras. En concreto en el 6º mes de 

seguimiento el número de HGPL fue significativamente menor 

(p=0,01) que en el resto de grupos no sometidos a PDL (control-

Kras y sham-Kras). Además, cabe destacar que al mes de PO, se 

identificó ya un descenso en el número de HGPL que persistió a los 

3 meses, aunque no  alcanzó significación estadística. 

De manera similar a lo observado en relación a los PanIN 1, en el 

análisis intragrupo de HGPL se constató en el grupo PDL-Kras un 

número menor de estas lesiones en el PD en comparación con el 

correspondiente segmento de PP  en todos los periodos del PO. 

Esta disminución no fue estadísticamente significativa al mes, rozó 

la significación a los 3 meses (p=0,05) y resultó significativa a los 

6 meses de PO (p=0,035), según se muestra en la figura 31 (ii). 

En este caso, analizando el número de lesiones a los 6 meses, se 

observa que la disminución de lesiones HGPL en PD respecto el PP 

es de hasta 22 veces menor, con una 0,2±0,7 lesiones medias por 

animal±DS en el PD, que ascienden a 4,4±5,5 en el PP. 
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En concreto, al analizar los diferentes tipos de HGPL en el grupo 

PDL-Kras, se observó una disminución casi significativa tanto de 

PanIN 2 como de AFL en el PD respecto al PP (p=0,058 y p=0,05; 

respectivamente) a los 3 meses de PO que finalmente resultó 

estadísticamente significativa a los 6 meses de PO para las lesiones 

PanIN 2 (p=0,01). Aunque las AFL también disminuyeron a los 6 

meses en el PD respecto al PP (0,2±0,7 vs. 3±4 lesiones medias 

por animal±DS), estas diferencias no alcanzaron la significación 

estadística. En cuanto a los PanIN 3, a diferencia de lo observado 

en los grupos control-Kras y sham-Kras, a los 6 meses de PO no se 

observaron estas lesiones ni en PP ni en PD.  

De forma similar al análisis previo de los PanIN 1, en los grupos 

control-Kras y sham-Kras no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas en el número de HGPL entre 

segmentos de PP y PD en ningún periodo del seguimiento.  

 

Los resultados del análisis univariante y multivariante, permitieron 

identificar qué factores predisponen a la presencia de HGPL en el 

PD. En el análisis univariante dos variables resultaron 

significativas: el tiempo postoperatorio (p=0,03) y la inclusión en 

un grupo experimental determinado (control-Kras, sham-Kras, 

PDL-Kras; CSL, p=0,003). En el análisis multivariante se observó 

cómo, por cada aumento de periodo PO considerado (de 1-3 meses 

y de 3-6 meses), se incrementó hasta 3 veces la  probabilidad de 

presencia de HGPL en el PD de forma estadísticamente significativa 

(OR: 2,9; IC95% 1,09-8,02; p=0,028). En relación a la variable 

grupo CSL, se observó que pertenecer al grupo PDL-Kras es un 

factor protector de presencia de HGPL en PD respecto a control-

Kras (OR: 0,14; IC95% 0,20-10,03; p=0,03). Dicho de otra 
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manera, pertenecer al grupo sham-Kras supone un incremento del 

riesgo de presentar HGPL en el PD de hasta 9,8 veces en relación a 

los PDL-Kras (OR: 9,84; IC95% 1,21-785,92; p=0,028), y 

pertenecer al grupo control-Kras de hasta 6,9 veces en relación a 

PDL-Kras (OR: 6,876; IC95% 1,21-39,17; p=0,03). 

 

4.3.2 Otros hallazgos histológicos 

En la revisión histológica de las muestras se detectaron otros 

hallazgos destacables. En 5 animales (cuatro PDL y un sham; 6% 

del total) se observaron colecciones líquidas peripancreáticas, en 3 

casos compatibles con abscesos (ver Fig. 32 A y B) y en 2 casos 

pseudoquistes (ver Fig. 32 C y D).  En el análisis de estos casos no 

se observó una asociación significativa de la presencia de colección 

peripancreática con ninguna de las variables siguientes: grupo 

experimental (PDL-Kras vs sham-Kras vs control-Kras), fondo 

genético (Kras vs no Kras), tiempo de PO, presencia de HGPL, 

hiperamilasemia, o  causa de muerte del animal. 
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Fig. 32.- Hallazgos histológicos en necropsias programadas de 

animales.  A y B (detalle): área de necrosis grasa abscesificada en 
PD de animal PDL-Kras (PO 1 mes). Obsérvese el infiltrado 

leucocitario (flecha en B) (escala; x2, x10).  C y D (detalle): 
pseudoquiste en PD de animal PDL-Cre 3 (PO 6 meses). Obsérvese 
infiltrado linfocitario (flecha en D) (escala; x2, x10). 

 

 

Se ha observado asimismo la presencia de un adenocarcinoma bien 

diferenciado en un único animal, el PDL-Kras 9 (ver Fig. 33).  
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Fig. 33.- Adenocarcinoma como hallazgo en necropsia 
programada en animal PDL-Kras (PO 6 meses).  A: 

pseudoductos desestructurados reemplazando el tejido 
pancreático normal, sin infiltrar órganos adyacentes (escala: 
x2).  B (Detalle): se asocian lesiones PanIN 2 y 3 (flechas; 

superior e inferior respectivamente) sin presencia de 
infiltrados inflamatorios (escala: x10). 

 

Se revisaron  los registros de laboratorio y la necropsia para ver si 

el animal pudiera haber presentado algún tipo alteración del curso 

clínico, que no fue el caso. El animal fue sacrificado de forma 

programada los 6 meses PO, sin poderse identificar la ligadura en 

la necropsia. Macroscópicamente se describió un páncreas de 

consistencia aumentada y forma redondeada. 

4.4 Análisis genómico (Microarrays) 

En la tabla 4 se recogen los  38 genes en los que se detectaron 

expresiones con diferencias estadísticamente significativas entre 

los animales PDL-Kras analizados, de acuerdo con la metodología 

descrita en el apartado 3.10.4. En el PD sometido a ligadura, 36 de 

estos genes presentaban una expresión disminuída y otros 2 

aumentada. 

La gran mayoría de los genes regulados negativamente (expresión 

disminuída) correspondían a enzimas acinares o estaban 

relacionados con la función acinar (ver Tabla 7 y Fig. 34 C).  
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Tabla 7.- Expresión génica diferencial. Selección de 38 genes con expresión 

diferencial significativa entre PP y PD (FDR<0,25) en nimales PDL-Kras. Se 
detallan; nombre del gen, fold change (PD-PP) y p-valor 
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El análisis de enriquecimiento del conjunto de genes (GSEA) mostró 

también esta inhibición en la función acinar en el PD de ratones PDL-

Kras (ver Fig. 34 B).  

 

 

Fig. 34.- Expresión diferencial de genes tras la PDL. (A) Clúster jerárquico de los 38 genes 
expresados diferencialmente entre segmentos pancreáticos (p<0,05). (B) Gráfica tipo Vulcano 

plot que muestra genes expresados de manera significativa, algunos de los cuales están 
relacionados previamente con la fisiopatología del ADCP (azul:  sobreexpresado  en PP; 

amarillo: sobreexpresado en DP) (p<0,05). (C) El análisis mediante GSEA muestra asimismo 
la inhibición en la función acinar en el PD de ratones PDL-kras después de la PDL (p<0,05). 
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Cabe destacar la relación que se ha observado entre algunos de los 

genes inhibidos identificados (Sycn, Nupr1, Klk1, Tff2, Pnlip, 

Dmbt1, Cel, Cpa1, Mt1, Pnlipr1, Sycn, Prss1, Prss2, Rnase)  y el 

desarrollo del ADCP. Los genes Zdhhc16 y Nhsl1 estuvieron 

sobreexpresados en el PD en comparación con el PP. El gen 

Zdhhc16 se relaciona con procesos de reparación de DNA y con el 

desarrollo de la apoptosis. 

 

De los genes descritos, se validaron mediante qPCR 6 genes con 

sobreexpresión de interés en relación al páncreas (Prss2, Ctrl, 

Try5, Tff2, Reg1, Nupr1), utilizando como control endógeno 18S. 

Estos genes se estudiaron en 10 muestras apareadas de PP y PD 

(PDL-Kras  23, 25, 47, 56, 59). Debido al pequeño tamaño de las 

muestras de páncreas atrófico del PD, la técnica de microdisección 

necesaria para la qPCR fue compleja y fue preciso realizar una 

preamplificación del DNA previo a su análisis. Tras 3 análisis de 

qPCR, no se demostró expresión significativa diferencial en ninguno 

de ellos, aunque sí se corroboró una mayor expresión de Nupr1 en 

PP que en el PD en la mayoría de animales analizados (ver Fig. 35). 
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Fig. 35.- Validación de resultados mediante qPCR en 
genes de interés. Comparativa de expresión diferencial 

entre PD y PP. Nupr1 se halla sobreexpresado en PP en 
relación a PD en la mayoría de los animales (p>0,05). 
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Capítulo 5: DISCUSIÓN  
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La evolución hacia un ADCP sigue siendo un problema clínico no 

resuelto. Aunque la secuencia PanIN en los acinos pancreáticos 

(páncreas exocrino) está bien descrita, en la actualidad no se 

dispone de prueba diagnóstica alguna que permita su detección en 

el hombre. En ese contexto, no cabe plantear un tratamiento 

quirúrgico radical precoz del ADCP posibilidad que, en el momento 

actual, sólo es posible en menos del 5% de los casos. Además, en 

la práctica clínica se plantean dilemas diagnóstico-terapéuticos, 

como el hallazgo de un PanIN de alto grado en el margen de 

resección de la pieza tras una pancreatectomía quirúrgica y su 

implicación en un mayor riesgo de desarrollo de una segunda 

neoplasia pancreática en el remanente. Otros problemas clínicos 

habituales son la incertidumbre terapéutica ante el hallazgo de una 

lesión incidental con potencial neoplásico en el páncreas. A pesar 

de existir algoritmos diagnósticos de seguimiento vs. tratamiento 

quirúrgico, los casos clínicos reales siguen siendo a veces difíciles 

de clasificar mediante los algoritmos actuales. 

 

Se hace patente así la necesidad de estudios que profundicen en 

este desarrollo preneoplásico preclínico, con la esperanza de 

generar nuevas hipótesis diagnósticas y terapéuticas más precoces 

y efectivas que las actuales, muchas veces ya tardías. 

Esta tesis tiene como objetivo ampliar el conocimiento de los 

mecanismos fisiológicos asociados al desarrollo oncológico del 

ADCP, utilizando un modelo animal transgénico específico que 

desarrolla una forma conocida la secuencia PanIN hasta el 

desarrollo de ADCP. La hipótesis del trabajo está basada en que la 

inducción de una atrofia exocrina en el remanente pancreático 

podría inhibir la progresión hacia el ADCP. Para ello, se realizó la 

ligadura del conducto pancreático para inducir atrofia exocrina en 
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el PD en un modelo murino de ADCP, y se analizó el impacto de la 

ligadura desde el punto de vista histológico y genético. 

 

En primer lugar se validó el modelo murino transgénico empleado 

y, al igual que otros autores15,49, se observaron lesiones 

preneoplásicas tipo PanIN y AFL, y no así en los animales controles 

de sus dos líneas progenitoras, sometidos a las mismas técnicas 

quirúrgicas. 

 

La supervivencia global en los ratones sometidos a PDL fue del 

80%, sin comparación posible con otros datos de la literatura ya 

que no se han encontrado datos publicados en relación a 

supervivencia en aquellos trabajos en los que se empleo la técnica 

de la PDL61,182,183. Llama la atención la menor supervivencia de los 

animales sham-Kras (67%). Tras analizar las causas de exitus en 

estos animales, no tenemos una explicación clara más allá de que 

la ausencia de PDL en estos animales no estimuló la atrofia 

exocrina, por lo que el parénquima pancreático podría haber estado 

más reactivo tras la disección provocando complicaciones y 

reduciendo la supervivencia en estos animales. La cirugía per se 

supone un estrés metabólico, factor que ha sido descrito 

previamente en la literatura184. Ésto se correlaciona con la 

disminución de peso observada en los animales intervenidos al 3er 

día postoperatorio, que posteriormente se recupera.  

A pesar de que algunos estudios han descrito la aparición de una 

pancreatitis como posible efecto adverso de la PDL79,80,185, nuestros 

resultados no parecen apoyar esta hipótesis. La monitorización de 

los niveles de amilasa en sangre durante el postoperatorio de los 

animales muestra que sólo un 2% de los animales sometidos a 

cirugía presenta hiperamilasemia. Al analizar la posible existencia 
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de una relación entre la hipermilasemia y la presencia de 

pancreatitis o una MNE, no se detectó ninguna asociación 

estadísticamente significativa. La hiperamilasemia es un dato que 

contribuye al diagnóstico de pancreatitis aguda, pero que se 

observa también en otras situaciones clínicas. Así, se ha descrito 

en el postoperatorio de cirugías abdominales, en el cáncer de 

páncreas, en gastroenteritis, cuadros de oclusión intestinal, de 

infección de las glándulas salivales, de colecistitis, o de ulcus 

perforado186. En otros estudios experimentales similar al nuestro 

realizados por nuestro grupo observamos un aumento de amilasa 

en sangre en ratones sometidos a PDL, que se normaliza en días 

posteriores60,148. Sin embargo, en nuestro estudio no se ha 

observado diferencias significativas en las concentraciones de 

amilasa sérica entre los grupos experimentales.  

Algunos autores, como Meyerholz o Yuan et al.185,187, describieron 

la inducción de una pancreatitis grave mediante una PDL quirúrgica 

del ducto pancreático principal adyacente a la desembocadura en el 

duodeno, proximal al drenaje biliar, que causa una oclusión total 

del drenaje del jugo pancreático y biliar hacia el sistema digestivo. 

En estos estudios no se analizaron lesiones preneoplásicas, sino 

efectos sistémicos del síndrome de respuesta inflamatoria.  Esta 

técnica difiere de la nuestra, en el cual la PDL es distal, hecho que 

permite un drenaje de alrededor del 60% del páncreas del animal, 

evitando la pancreatitis grave sistémica. No se tratan de técnicas 

quirúrgicas comparables. Por otra parte Rhim et al.188 describieron 

un aumento del número de PanIN en el páncreas ligado, aunque 

analizaron resultados únicamente en la primera semana 

postoperatoria.  
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Recientemente, se han publicado dos trabajos79,80 en los cuales se 

utiliza la PDL para estudiar la línea celular de origen del ADCP: 

acinar o ductal. En ambos se sugiere que las lesiones 

preneoplásicas que se observan son de origen ductal, y describen 

como habíamos hipotetizado en este trabajo una estimulación de 

p53 en células acinares relacionada con la aparición de atrofia en 

ese compartimento. Para el desarrollo del ADCP desde línea ductal 

es probable que intervengan factores epigenéticos aún 

desconocidos, además de varias mutaciones genéticas ya 

conocidas, tal y como se ha descrito en el apartado 1.1.3. En los 

dos trabajos previos citados se utiliza un modelo murino en el cual 

se activa el oncogén Kras en ratones ya adultos, portadores de la 

Ptf1a recombinasa CreER (línea acinar) o del  alelo Sox9- CreER 

(línea ductal), inducibles mediante la administración de tamoxifeno 

oral en las primeras semanas de vida.  

Esta metodología difiere de la nuestra, ya que nuestro modelo 

murino de knock in para Kras se activa en estado embrionario, y 

está presente en todas las líneas celulares (acinar y ductal), sin 

necesidad de una inducción química. Sin embargo, y de forma 

similar a nuestro trabajo, en ambos se analiza la presencia de 

lesiones preneoplásicas en el páncreas ligado.  

En el primero de ellos, Cheng et al.79 detectan un aumento de MAD 

y complejos tubulares (CT: lesiones similares a las AFL50) en 

muestras de páncreas distal a la PDL, en comparación con otras 

muestras de PD de otros grupos control. Con estos resultados 

infieren el origen ductal del ADCP. Sin embargo, hemos identificado 

algunas limitaciones en el estudio. En primer lugar, las muestras de 

PD no se comparan con las de PP en los animales sometidos a PDL 

y, en segundo lugar, la descripción histológica de las lesiones 
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analizadas según apuntan, no implica per se un desarrollo 

irrevocable hacia el ADCP. De hecho, en ningún momento observan 

células con carácter invasivo o con displasia severa. Además no se 

realiza una cuantificación concreta de los PanIN, y las conclusiones 

se basan en la evaluación de índices de proliferación, evaluados 

únicamente hasta las 2 semanas postoperatorias. 

Cheng et al. citan en su trabajo el doble origen acinar y ductal de 

los CT, asociando una menor expresión de p53 y p21 en células 

ductales respecto a las acinares, y describen las de origen ductal 

como más proliferativas y con menor actividad de p53 en tinciones 

histológicas a las 2 semanas PO (n=5) y a los 5 meses PO (n=5) -

cuando describen un descenso “dramático” en la expresión de p53- 

como un argumento para demostrar la carcinogénesis hacia ACDP. 

Sin embargo, ésto se podría explicar por la acción de la propia 

atrofia fisiológica exocrina tras la PDL, que implica precisamente 

una desaparición de los acinos pancreáticos en relación a las 

células ductales y, en consecuencia, una menor inducción de la 

apoptosis y activación de p53 cuando se comparan ambas líneas 

celulares. Por otro lado, la consideración de la MAD como lesión 

preneoplásica resulta discutido ya que, tal y como han sugerido 

algunos autores74–76, podría ser un mecanismo reversible de 

transdiferenciación celular, de adaptación al estrés celular y del 

estroma (como el producido tras una cirugía, por ejemplo), y que 

puede continuar desdiferenciándose hacia el desarrollo de una 

neoplasia, o rediferenciarse de nuevo hacia un fenotipo acinar. De 

hecho, hay publicaciones recientes en los que se estudia la 

posibilidad de revertir terapéuticamente la MAD189,190, o incluso de 

utilizar esta capacidad multipotencial de la célula acinar en 

metaplasia para inducir la formación de células beta (utilizando 

precisamente una Cre-recombinasa Ptf1a, como en nuestro 
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estudio)96. Además, teniendo en consideración otros estudios 

recientes80,191–193, lo más probable es que el criterio para definir 

una MAD no sea únicamente histológico, sino que existan 

diferentes mecanismos de reprogramación acino-ductal, en base a 

diferentes desregulaciones genéticas que pueden tener una 

influencia variable en la carcinogénesis, la agresividad, y el 

pronóstico del ADCP. 

El trabajo de Shi et al.80, recientemente publicado, utiliza también 

una PDL, en este caso a nivel del cuerpo del páncreas, para 

estudiar la línea celular origen de lesiones preneoplásicas de ADCP. 

Los autores concluyen que la PDL colabora en el desarrollo hacia el 

ADCP sólo en la línea ductal, tras describir, al mes de la realización 

de la PDL,  lesiones positivas para tinción con CK19 (marcador de 

línea ductal) en el páncreas ligado tipo AFL, y muy pocas lesiones 

tipo PanIN. Describen también lesiones tipo PanIN en el páncreas 

no sometido a ligadura. A los 2,5-4 meses de la PDL, describen en 

3 de 6 animales áreas de carcinoma in situ e invasión histológica. 

Repetido el experimento con otro marcador ductal (SOX9), 8–10 

meses tras la PDL hallan entre un 20–50% de lóbulos pancreáticos 

con alguna lesión invasiva. Sin embargo, el gen Sox9 está descrito 

en la literatura con potencial en la inducción en el desarrollo 

postnatal de lesiones precursoras de ADCP32, por lo que es 

discutible hasta qué punto influye el segundo marcador ductal 

utilizado en los resultados. Por otro lado, de forma similar a 

nuestro trabajo, describen, en línea acinar del páncreas ligado 

(marcador Ptf1a), la presencia de una atrofia exocrina distal 

apoptosis mediada (con tinciones positivas de las muestras para 

p53 y p21) por la ligadura, sin presencia significativa de lesiones 

preneoplásicas. Sin embargo, llama la atención que también 

describan lesiones tipo PanIN y MAD en el páncreas proximal no 
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sometido a ligadura (como también ocurría en línea ductal) a los 4 

meses postoperatorios. Este hallazgo no está acorde con lo descrito 

en la literatura previa14,86,179, que da soporte a que la inducción de 

estas lesiones en un contexto de Kras mutado en la etapa adulta 

exige la presencia de un estímulo proinflamatorio (pancreatitis 

aguda o crónica), que el páncreas proximal no habría recibido1. 

En línea con los trabajos previos descritos, así como otros 

anteriores59,140, en nuestro estudio observamos una atrofia del 

páncreas distal a la PDL quirúrgica, que se caracteriza por una 

disminución de tamaño y un color ocre, conforme a lo descrito por 

otros autores59,183. Desde el punto de vista microscópico esta 

atrofia puede ser catalogada como “extensa”, tal y como se define 

en el apartado 3.10.3. Si se analiza la atrofia categorizada como 

“leve/moderada”, las diferencias no fueron significativas entre PP y 

DP. De hecho, en los PDL-Kras  la atrofia leve era superponible a 

nivel histológico a la MAD, situación que ya ha sido descrita como 

propia del modelo a edades tempranas15,135.  

En esta tesis, la lesión preneoplásica predominante en las muestras 

del PD tras la realización de la PDL fue el PanIN 1, tal y como 

describen la mayoría de estudios que realizan una PDL con este 

modelo murino, y en menor proporción de PanIN 2 y 315,135,194. El 

bajo número de PanIN 2 y 3 observado concuerda con lo publicado 

por algunos autores15,137 que describen la aparición tardía de estas 

lesiones (al año y medio de vida), asociadas al desarrollo  de 

metástasis. En nuestro estudio, la HGPL predominante observada 

en el PD de los animales PDL-Kras es la AFL, resultando 

significativa su reducción tras la PDL. 
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Si nos centramos en la evolución de las lesiones preneoplásicas de 

los animales PDL-Kras -principal objetivo del estudio- se observa 

que, en presencia de atrofia extensa, el número PanIN 1 y de HGPL 

fue 24 y 22 veces menor respectivamente, en el PD a los 6 meses 

respecto a su correspondiente control en PP. Este dato es 

congruente con nuestra hipótesis de que la PDL puede inducir una 

atrofia exocrina suficiente para evitar la progresión de lesiones 

PanIN y AFL en la secuencia hacia ADCP. En la misma línea, en el 

análisis multivariante hubo un aumento estadístico del riesgo de 

presentar HGPL en el PD de 6,87 y 9,8 veces, respectivamente, 

entre los animales PDL-Kras, control-Kras y sham-Kras y en todo 

caso es la primera referencia en la literatura en la que se cuantifica 

de esta  manera el número de lesiones preneoplásicas tras PDL en 

un modelo proconcogénico como el Kras. Este dato puede sugerir 

un efecto “protector” de la técnica de la PDL frente al hecho de no 

manipular al animal, o incluso un aumento del riesgo de aparición 

de HGPL relacionado con la manipulación quirúrgica sin incluír una 

PDL. Este aumento del riesgo podría explicarse por el efecto de 

estrés metabólico sobre las lesiones preneoplásicas de la propia 

intervención quirúrgica, según lo desarrollado previamente. 

En esta tesis se hizo también una valoración semicuantitativa de la 

presencia de infiltrado inflamatorio en las muestras analizadas 

(apartado 4.3) para estudiar la relación entre inflamación y 

oncogénesis, dado que no hay estudios publicados diseñados 

específicamente para evaluar el impacto en el desarrollo neoplásico 

que supone el estímulo proinflamatorio de una intervención 

quirúrgica, aunque sí con modelos químicos16,195. De hecho, tras 

analizar el riesgo/beneficio, la cirugía se considera el tratamiento 

de elección no sólo en el ADCP sino en otras situaciones de mayor 

riesgo como la pancreatitis crónica196. En  este escenario, hemos 
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observado histológicamente la presencia de un infiltrado 

inflamatorio secundario a la manipulación quirúrgica en algunos 

animales intervenidos respecto a los no intervenidos, pero estas 

diferencias no fueron estadísticamente significativas, ni se observó 

tampoco un incremento de ningún tipo de lesión preneoplásica. 

Como se ha comentado, la cirugía supone un estímulo 

proinflamatorio, pero dado que el primer análisis histológico se 

realizó al mes de la cirugía era esperable que la reacción 

inflamatoria aguda inicial se hubiera resuelto según los 

mecanismos fisiológicos habituales197,198. Analizar en profundidad el 

mecanismo fisiopatológico de la inflamación en la evolución 

postquirúrgica requeriría diseñar un nuevo experimento que 

estudiara el tipo de célula implicada, lo cual no era objeto de 

estudio en este trabajo.  

En relación a otros hallazgos histológicos, tal y como se describe en 

el apartado 4.3, en un animal PDL-Kras se observó un 

adenocarcinoma bien diferenciado en la necropsia programada a 

los 9 meses de vida, sin invasión locorregional, ni repercusión 

clínica y sin poderse precisar si era en el PP o el PD de ese animal. 

Al microscópio, este ADCP se asoció con la presencia de PanIN 2 y 

3, pero no se observó infiltrado inflamatorio asociado. Algunos 

autores han detectado el desarrollo de ADCP y metástasis a partir 

de las 10 semanas de vida en un 10% de los animales15,134,137 en 

este modelo murino, lo cual coincide con el hallazgo observado.  

Con el objetivo de profundizar en los mecanismos asociados a la 

inhibición del número de lesiones preneoplásicas en el páncreas 

ligado respecto al no ligado, se realizó el análisis genómico de las 

muestras PDL-Kras. Los resultados mostraron expresión diferencial 

entre PP y PD en una gran cantidad de genes relacionados con 
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función exocrina. Un ejemplo de ello es la mayor expresión, 

significativa desde el punto de vista estadístico, de los relacionados 

con la secreción acinar en el PD. Este hallazgo se  correlaciona con 

la pérdida de la función pancreática y los hallazgos histológicos, 

macro y microscópicos del PD. 

En cuanto a la expresión de genes relacionados con la fisiopatología 

del ADCP, tal y como se detalla en los resultados, cabe destacar las 

diferencias de expresión significativas entre el PP y el PD para los 

genes Nupr1, Sycn, Klk1, Pnliprp1, Cel,  Cpa1, Dmbt1, Tff2, Prss1, 

Prss2, Rnase1, y Zdhhc16. 

El gen Nupr1, sobreexpresado en muestras de PP, se considera 

actualmente una diana terapéutica contra el ADCP. Es conocido que 

confiere resistencia a tratamientos antineoplásicos. Ésto es debido 

a que codifica una proteína que coopera con KrasG12D para inducir 

la formación de lesiones tipo PanIN, como demostraron Grasso et 

al. en un modelo murino knock out para este gen, en el cual el 

oncogén Kras G12D no es capaz de desarrollar las lesiones 

preneoplásicas199,200. Además, se ha descrito por otros autores 

(Hamidi et al.) como fundamental en la aparición del ADCP, en su 

progresión, y en la resistencia a la quimioterapia200,201.  

Los genes Sycn y Klk1 destacan por haber sido descritos como 

potenciales marcadores de ADCP. La sincolina es una proteína 

sintetizada por las células acinares del páncreas exocrino, que 

regula la fusión de los gránulos de zimógeno entre sí y su 

exocitosis202,203. En el análisis proteómico de líneas celulares y 

muestras de jugo pancreático realizado por Makawita et al. lo 

describen como un posible biomarcador de ADCP204. Como 

biomarcador, en un panel conjunto con CA19.9 y la proteína 
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regeneradora derivada de islotes 1-beta (REG1B), mejora el 

diagnóstico bioquímico del ADCP, con una sensibilidad del 73% y 

una especificidad del 95%. 

El Klk1, pertenece a la familia de las kalikreínas, unas 

serínproteasas sintetizadas por las células epiteliales involucradas 

en remodelar la matriz extracelular y la proliferación celular en 

diversos tumores205. Varios autores han publicado estudios 

demostrando la implicación de varias de estas proteínas en la 

carcinogénesis del ADCP y otras neoplasias206,207, algunas de ellas 

con potencial oncogénico propio como demuestran JP Du et al208. 

Un estudio genómico de Zhou et al. publicado en 2019 constata, en 

muestras de pacientes con ADCP, que algunos de los genes que 

hemos observado sobreexpresados de forma diferencial en 

muestras de PP en relación al DP establecían una “firma 

diagnóstica” en relación al ADCP. Así la combinación de Sycn, 

Pnliprp1, Cap2, y Mt1h, junto con Cel y Cpa1 conforman un modelo 

matemático predictivo pronóstico209. Además, Cel también se ha 

descrito en un metaanálisis sobre microarrays, publicado en 2018, 

como un posible gen supresor de tumores  diana terapéutica en el 

tratamiento del ADCP210. 

 

Aunque el gen Dmbt1, sobreexpresado también en las muestras de 

PP, se ha considerado como un gen supresor en diversos tumores 

desde su descripción (como lo es en relación al meduloblastoma 

cerebral211), varios autores lo describen sobreexpresado en relación 

a lesiones premalignas y malignas tanto pancreáticas como 

gástricas212–214. Codifica una glucoproteína que interacciona entre 

el sistema inmune y diversos patógenos; bacterias, virus y células 

tumorales. Así, Hruban et al. en su análisis de muestras de jugo 

pancreático en casos de cáncer pancreático, demuestra una 
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prevalencia de expresión de este gen del 68 %213. Cheung et al. en 

un análisis de 38 muestras de IPMN también describen su 

sobreexpresión en el 82% de los casos214. 

El gen Tff2 codifica varios péptidos que participan en la reparación 

epitelial, tanto en el ADCP como en el adenocarcinoma gástrico215. 

Sin embargo, también se considera que puede tener un papel 

significativo en relación con el ADCP, facilitando el movimiento de 

células pancreáticas tumorales, según describieron en 2012 Guppy 

et al. tras el análisis IHQ y los estudios de migración celular in vitro 

sobre 60 muestras pancreáticas (16 de ADCP, que compararon con 

otras de pacientes sanos o con pancreatitis crónica)181.  

Otros genes sobreexpresados en PP respecto a PD tras la PDL y 

que resultan de interés son Prss1, Prss2 (codificadores del 

tripsinógeno) y Rnase1. Se han descrito mutaciones de Prss1 que 

promueven la carcinogénesis del ADCP a través de la vía JAK1-

STAT5, de tal manera que en un modelo murino transgénico 

representativo se observa un aumento de lesiones PanIN216. A 

través de la vía Trypsin-PAR2 también estaría implicado en 

promover la proliferación y capacidad invasiva de la célula de 

ADCP217. Prss2, a su vez, se ha descrito como un gen 

carcinogénico218 y como un biomarcador de ADCP. De hecho los 

niveles sanguíneos entre 1,8 y 19,9 μg/L de la proteína que 

codifica son altamente sugestivos de ADCP219. Por último, el gen 

Rnase1 ha sido descrito también como un posible biomarcador en 

ADCP ya desde la década de 1970 en múltiples trabajos220,221. 

Codifica la ribonucleasa 1 pancreática, una de las proteínas 

considerada diana en terapias de síntesis de anticuerpos para la 

detección precoz del ADCP222. 
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En relación a las muestras de PD de animales PDL-Kras, nuestros 

resultados mostraron  la sobreexpresión del gen Zdhhc16 con 

respecto al PP. Codificador del dominio zinc finger, está implicado 

en el correcto funcionamiento de la apoptosis a través de la 

palmitoilación de proteínas y la activación secundaria de p53 tras 

procesos de daño celular, inhibiendo el desarrollo de ADCP223,224. 

Según describen Cao et al.223, en animales knock-out respecto a 

este gen se reproducen a nivel celular defectos en la respuesta de 

reparación del DNA. 

Estos resultados sugieren que la atrofia inducida del PD podría 

inhibir la expresión de algunos genes relacionados con la 

carcinogénesis del ADCP, genes que parecen sobreexpresados en el 

PP de los animales sometidos a PDL. 

Como se ha descrito en la introducción, a pesar de las potenciales 

dianas terapéuticas que están en estudio, no se ha conseguido una 

aplicabilidad de las mismas con la misma efectividad que el 

tratamiento quirúrgico. Ésto hace evidente la búsqueda de nuevas 

líneas de estudio terapéuticas. En este trabajo se describe una 

disminución significativa en el número y grado de lesiones 

preneoplásicas tras la PDL. El origen de estas lesiones aún es 

controvertido, pero se acepta que ocurren como una 

transdiferenciación de células acinares, a través de un acúmulo 

secuencial de mutaciones prooncogénicas225,226
. Además, hemos 

observado que estos procesos se pueden inhibir a través de una 

PDL precoz, aún cuando el estímulo prooncogénico de la mutación 

de Kras esté presente (de acuerdo al modelo murino utilizado). En 

pacientes con historia de ADCP hereditario, el gen que más 

frecuentemente muta es el Brca2227–229, y su relación con la 

mutación de Kras esta bien estudiada230,231. En concreto, Rowley et 
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al. observaron, en 2011, que la inactivación de Brca2 en un modelo 

murino KrasG12D, inhibía el crecimiento de lesiones premalignas 

de ADCP a través del mecanismo de la apoptosis232. Así, se abre 

una potencial línea de investigación terapéutica para pacientes de 

este tipo, con un aumento basal del riesgo de ADCP. 

 

Nuestros hallazgos plantean también una posible línea terapéutica 

en relación con la inducción y la utilización de una atrofia que 

facilite el manejo clínico de ciertas enfermedades pancreáticas que 

involucran a lesiones preneoplásicas y su evolución, como se revisa 

a continuación. Se ha descrito una prevalencia de hasta el 24% de 

una segunda neoplasia pancreática in situ en las muestras de 

resección tras cirugías radicales del cáncer de páncreas primario233. 

Además, se han publicado múltiples casos de segundas neoplasias 

pancreáticas y recidivas en el remanente pancreático después de 

una cirugía radical inicial para el cáncer234 y se ha discutido la 

indicación de completar la pancreatectomía total en estos 

pacientes, sobre todo tras demostar un aumento significativo de la 

supervivencia tras esta conducta por Moletta y Hashimoto235,236. 

Otro aspecto discutido es la decisión de reoperar a un paciente o 

no cuando se evidencian lesiones PanIN 3 en el análisis histológico 

del margen de resección del segmento de páncreas resecado por 

su posible implicación en la recidiva cancerosa. La utilización de un 

procedimiento de inducción de atrofia exocrina en el páncreas 

remanente después de una cirugía radical podría ser una 

alternativa terapéutica en estos problemas clínicos. 

La inducción de la atrofia podría conseguirse con una PDL 

quirúrgica como en nuestro trabajo, o incluso de forma 
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mínimamente invasiva a través de una ligadura u obstrucción del 

ducto por vía endoscópica transpapilar, en pacientes con lesiones 

preneoplásicas conocidas, con el objetivo de detener su evolución 

hacia el ADCP. De hecho, nuestro grupo de investigación 

(METABLATE, www.metablate.com) ha diseñado, y publicado su 

experiencia ex vivo e in vivo, un electrodo de 3Fr asistido por 

radiofrecuencia (5W) que permite la oclusión transluminal del ducto 

pancreático, comprobado mediante un test de ausencia de 

permeabilidad en la necropsia así como por análisis histológico de 

las muestras237. Tras estudiar sus efectos in vivo en modelo 

porcino (n=34), se demostró que el sellado del ducto obtenido de 

esta nueva manera inducía una atrofia exocrina, al igual que la 

PDL. Además, cuando se utilizaba tras una pancreatectomía, 

permitía disminuír la tasa de fístula pancreática de forma muy 

significativa al inducir una mayor atrofia, en comparación a un 

sellado del ducto con pegamento166. Nuestro grupo  con esta 

novedosa línea de investigación terapéutica, iniciada tras los 

hallazgos de este trabajo, con claro interés traslacional al contexto 

clínico.  

A pesar de los buenos resultados obtenidos, como muchos trabajos 

experimentales, nuestro estudio tiene varias limitaciones. En 

primer lugar, la necesidad de establecer grupos experimentales 

control para cada variable contemplada (trasfondo genético, 

impacto del estrés quirúrgico..) hace que en ocasiones el tamaño 

muestral de cada subgrupo experimental sea bajo. Asimismo, el 

carácter preliminar de este estudio requiere el diseño posterior de 

otro randomizado que permita corroborar nuestros resultados o a 

la realización de un estudio similar en otras líneas transgénicas de 

ratón.  Un ejemplo de ello sería la utilización de ratones KO en 

relación al gen p53, para estudiar el efecto de la PDL y comprobar 
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si los resultados obtenidos en el modelo actual se ven afectados 

por la inhibición de la apoptosis p53 mediada, y se estimula la 

progresión a ADCP, estudio que actualmente está realizando 

nuestro grupo. Finalmente, el papel de la inflamación en los 

procedimientos quirúrgicos inductores de atrofia debe ser estudiado 

y caracterizado con marcadores específicos de líneas celulares. Así, 

se requieren nuevos estudios que corroboren nuestros hallazgos y 

continúen las nuevas líneas de investigación iniciadas. 
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CONCLUSIONES  

1. La PDL distal es un procedimiento seguro que induce la 

atrofia exocrina macro y microscópica del PD en el modelo 

Ptf1a-Cre(+/ki); K-ras LSLG12Vgeo(+/ki) 

2. La PDL distal es un procedimiento que no produce 

inflamación masiva en la glándula pancreática, evaluada 

desde el punto de vista clínico (pancreatitis) o sérico 

(hiperamilasemia), en el modelo Ptf1a-Cre(+/ki); K-ras 

LSLG12Vgeo(+/ki) 

3. Los animales control-Kras y sham-Kras tienen 7 y 9 veces 

más riesgo de presentar en su PD lesiones PanIN 2, 3 y AFL a 

los 6 meses de postoperatorio, que los animales sometidos a 

una PDL. 

4. La PDL en ratones Ptf1a-Cre(+/ki); K-ras LSLG12Vgeo(+/ki) 

induce una reducción significativa en el número de lesiones 

preneoplásicas tipo PanIN 1, 2 y AFL en el páncreas distal 

ligado, en comparación con su PP. 

5. La PDL  en ratones Ptf1a-Cre(+/ki); K-ras LSLG12Vgeo(+/ki) 

parece inhibir la expresión de genes relacionados con la 

carcinogénesis del ADCP, los cuales se hallan 

sobreexpresados en el PP de los animales sometidos a PDL,  

en relación al PD. 
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Pancreatic duct ligation reduces 
premalignant pancreatic lesions 
in a Kras model of pancreatic 
adenocarcinoma in mice
Marta Cáceres1, Rita Quesada1, Mar Iglesias1, Francisco X. Real2, Maria Villamonte1, 
Jaime Martinez de Villarreal2, Mónica Pérez2, Ana Andaluz3, Xavier Moll3, Enrique Berjano4, 
Dimitri Dorcaratto5, Patricia Sánchez Velazquez1, Luís Grande1 & Fernando Burdío1*

Pancreatic duct ligation (PDL) in the murine model has been described as an exocrine pancreatic 
atrophy-inducing procedure. However, its influence has scarcely been described on premalignant 
lesions. This study describes the histological changes of premalignant lesions and the gene expression 
in a well-defined model of pancreatic ductal adenocarcinoma by PDL. Selective ligation of the 
splenic lobe of the pancreas was performed in Ptf1a-Cre(+/ki); K-ras LSLG12Vgeo(+/ki) mice (PDL-Kras 
mice). Three experimental groups were evaluated: PDL group, controls and shams. The presence 
and number of premalignant lesions (PanIN 1–3 and Atypical Flat Lesions—AFL) in proximal (PP) 
and distal (DP) pancreas were studied for each group over time. Microarray analysis was performed 
to find differentially expressed genes (DEG) between PP and PD. Clinical human specimens after 
pancreaticoduodenectomy with ductal occlusion were also evaluated. PDL-Kras mice showed an 
intense pattern of atrophy in DP which was shrunk to a minimal portion of tissue. Mice in control 
and sham groups had a 7 and 10-time increase respectively of risk of high-grade PanIN 2 and 3 and 
AFL in their DP than PDL-Kras mice. Furthermore, PDL-Kras mice had significantly less PanIN 1 and 
2 and AFL lesions in DP compared to PP. We identified 38 DEGs comparing PP and PD. Among them, 
several mapped to protein secretion and digestion while others such as Nupr1 have been previously 
associated with PanIN and PDAC. PDL in Ptf1a-Cre(+/ki); K-ras LSLG12Vgeo(+/ki) mice induces a decrease 
in the presence of premalignant lesions in the ligated DP. This could be a potential line of research of 
interest in some cancerous risk patients.

In spite of advanced basic and applied research, the prognosis of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) 
has not improved for the last 20 years, being the overall 5-year survival of less than 5%1. Only less than 20% 
patients are diagnosed early enough to benefit from a definitive surgical treatment2,3 and PDAC is projected to 
surpass breast, prostate, and colorectal cancers as the leading cause of cancer-related death in the US by the year 
20302. For those reasons, the development of the first genetically defined model of PDAC that recapitulates the 
morphological spectrum of the human disease was welcomed with enthusiasm. In that regard, the conditional 
knock-in KrasG12D/+ mouse model, first described by Hingorani et al.4 has been used in basic research to study the 
importance of Kras mutations in PDAC initiation. Upon activation of mutant Kras during pancreatic develop-
ment, mice develop premalignant lesions starting at week 10 and this model has become the most widely used 
to study the evolution to PDAC5. Additionally, atypical flat lesions (AFL) have been described in this genetically 
engineered mouse model (GEMM) of adenocarcinoma and in humans as preneoplastic lesions6–8.

Kras mutations are one of the earliest genetic abnormalities in the progression model to PDAC5,9. Ninety 
percent of human PDAC contain activating mutations in the GTPase signaling protein—Kras oncogene, leading 
to PanIN-sequence initiation10,11. The p53 tumor suppressor gene is the central integrator of the cellular response 
to DNA damage and apoptosis12,13. Loss of p53 function causes deregulation in cell death and cell division14,15. 
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Interestingly, p53 mutation, assessed by nuclear overexpression of p53 protein, is a late event in the progression 
model of pancreatic adenocarcinoma5,15 (Figure S1).

On the other hand, ultrastructural and immunohistochemical studies in normal and transgenic mice have 
demonstrated that after experimental pancreatic duct ligation (PDL), most of the acinar cells are rapidly and mas-
sively deleted by apoptosis-mediated exocrine atrophy. This process is also regulated by p53 active protein13,16–19. 
In this regard, our group has demonstrated a complete acinar cell deletion both in short and long-term evolution 
with no sign of acinar regeneration after an efficient model of PDL in murine and also in pig normal pancreas20,21.

Taken these pieces of evidences in mind, our hypothesis is that selective PDL in Ptf1a-Cre (+/ki); K-ras LSLG-
12Vgeo (+/ki) mice at an early stage (in the absence of p53 inactivation) can induce apoptotic-mediated exocrine 
atrophy, and may avoid progression to PDAC, overcoming pro-oncogenic stimulation. To study this, we examined 
the histological changes and the gene expression that take place in the distal and proximal pancreas after PDL.

Materials and methods
Study design.  Twelve-week old Ptf1a-Cre (+/ki); K-ras LSLG12Vgeo (+/ki) mice referred as Kras mice and two 
control groups K-RasLSLG12Vgeo(+/ki) mice and Ptf1a-Cre(+/ki) mice referred to as G and Cre mice respectively22,23 
were used in this study. All animals were bred and raised until 8–10  weeks at the Spanish National Cancer 
Research Center (CNIO, Madrid), then imported to Barcelona’s Biomedical Research Park (PRBB) facilities. 
The research protocol was approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation of PRBB (Ref.: FBP-
12-1422) and the study was conducted according to the approved guidelines of the Government of Catalonia’s 
Animal Care Committee (Ref.: DAAM 6529). All experiments were performed in accordance with relevant 
guidelines and regulations.

Kras mice were divided in three experimental groups: non operated animals referred to as “control group” 
(n = 13), animals that were operated and surgically manipulated but did not undergo pancreatic ligation referred 
to as “sham group” (n = 8) and animals subjected to a pancreatic duct ligation referred to as “PDL group” (n = 26). 
Mice were sacrificed and analyzed 1, 3 and 6 months postoperatively (PO). Additionally, G (n = 12) and Cre mice 
(n = 11) were also subjected to PDL and were sacrificed at the same PO periods.

Surgical technique.  At 12 weeks of age, the peritoneal cavity was accessed through a midline laparotomy, 
under anesthetic induction with isoflurane at 4% and at 2.5% maintenance in 100% oxygen. The stomach, pan-
creas and spleen were mobilized as described previously19,24 in all the animals subjected to surgery (sham and 
PDL groups). In PDL group mice, dissection and ligation of the splenic lobe of the pancreas were performed on 
the right side of the superior mesenteric vein, using 8/0 polyglycolic acid suture (Fig. 1). Special caution with 

Figure 1.   Surgical ligation of splenic pancreatic lobe in Ptf1a-Cre(+/ki); K-ras LSLG12Vgeo(+/ki) mice. Pancreatic 
ligation was performed including the main splenic pancreatic duct adjacent to the superior mesenteric vein. 
Two pancreatic segments, proximal pancreas (PP) and distal pancreas (DP) were thus delimited and separately 
analyzed.
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this technique was observed with the preservation of the gastroepiploic pedicle so that any ischemic effect on the 
pancreas and the spleen is avoided.

The pancreas and the abdominal viscera were finally relocated to their anatomical position, and the midline 
incision was sutured in two layers (aponeurotic plane with 4/0 absorbable continuous suture, and skin with 4/0 
silk interrupted suture) in mice from the PDL and sham groups.

Postoperative care and necropsy.  Animals were monitored for signs of stress and followed up for 1, 3 
or 6 months. At each of these PO periods, some mice of each group were euthanatized with CO2 inhalation to 
explore the peritoneal cavity. The pancreas, the spleen and a segment of the duodenum were simultaneously 
removed. The ligature, if present (see Fig. 2B,F), was noted and the splenic lobe was transected and referred as 
distal pancreas (DP) for further analysis. The other lobes (gastric and duodenal) were referred to as proximal 
pancreas (PP). The animals were euthanatized by inhalation of 70–90% CO2.

Histological study.  Specimens were formalin-fixed and embedded in paraffin. Each pancreas was serially 
sectioned (3 µm). A total of 11,200 slides were considered and a selection of 568 Sections (8 slides per animal, 
70 mice in total) was stained with hematoxylin and eosin and reviewed blindly by an expert pathologist. Every 

Figure 2.   Histological aspects of PDL in Ptf1a-Cre(+/ki); K-ras LSLG12Vgeo(+/ki) mice. i. Macroscopic aspect of 
a Kras pancreas in a control or sham mice (A). Both proximal (C) and distal pancreas (D) developed PanIN1 
(G), PanIN 2 (H), PanIN 3 (I) and AFL. (J). ii. Macroscopic aspect of a Kras pancreas of PDL mice (B). Note the 
atrophic aspect of the ligated distal pancreas which is shrunk to a small portion of the tissue close to the spleen 
(on the right of the ligature). Proximal pancreas (E) developed PanIN 1 (G), PanIN 2 (H), PanIN 3 (I) and 
AFL (J), while distal pancreas (F) was characterized by an atrophic pattern. Note preserved parenchyma before 
the ligature (arrow) and atrophic distal pancreas. Few PanIN 1 lesions and AFL were identified in the distal 
pancreas (K). But also an atrophic duct with an apoptotic cell (arrow), showing a pycnotic and irregular nucleus 
and surrounding the ducts moderate chronic inflammation (L). d duodenum, s spleen, lig ligature, PP proximal 
pancreas, PD distal pancreas. Scale bars (C–D and G–L): 50 μm. Scale bars (E–F): 200 μm.
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preneoplasic lesion (PanIN 1 to PanIN 3 and AFLs), defined according to the 2006 Consensus25, was noted and 
counted6,26.

Gene expression assays.  Kras-PDL mice of different PO periods with enough quantity of atrophic distal 
pancreas to perform manual macroscopic dissection were selected for microarray analysis. The formalin-fixed, 
paraffin-embedded PP and DP of Kras-PDL mice were processed as previously described27. Briefly, total RNA 
was then isolated using the RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Life Technologies) from 40 serial sec-
tions with a thickness of 3 µm for each of the portions of the pancreas (PP and DP).

RNA quantity and purity was determined on the ND-2000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies) and 
RNA integrity was assessed using Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). As RNA integrity number 
(RIN) obtained from Bioanalyzer is not informative for FFPE samples, the percentage of RNA > 200nt was used 
as an estimation of RNA integrity for each sample.

For microarrays analysis, amplification, labeling and hybridizations were performed according to protocol 
GeneChip Pico Reagent kit (Affymetrix). The working conditions used were 50 ng input RNA, 12 cycles of 
pre-PCR and 16 h of IVT. After the sample processing it was hybridized to GeneChip Mouse Clariom S Array 
(Affymetrix) in a GeneChip Hybridization Oven 640. Washing and scanning were performed using the Expres-
sion Wash and Stain and the GeneChip System of Affymetrix (GeneChip Fluidics Station 450 and GeneChip 
Scanner 3000 7G).

Microarray data processing and gene expression analysis.  Quality control was performed on the 
raw data CEL files corresponding to 5 paired Kras-PDL mice (DP and PP) samples with arrayQualityMetrics 
package28. Once quality checked, preprocessing of the data was executed with oligo package29. Normalization 
was performed using Robust Multi-array Average (RMA) algorithm which creates an expression matrix from 
Affymetrix data. The raw intensity values were background corrected, log2 transformed and then quantile nor-
malized. Probes were annotated using annotateEset function and pd.clariom.s.mouse annotation data from the 
affycoretools package30. Next, a linear model was fit to the normalized data to obtain an expression measure for 
each probe set on each array. Before performing the differential gene expression analysis, the expression matrix 
obtained after RMA normalization was filtered by the Inter-quantile range (IQR) which provides a measure 
of the spread of the middle 50% of the intensity scores for each gene. Differential expression analysis was per-
formed for paired samples using Limma31 (Linear Models for Microarray Data) package. Normalized expression 
matrix was used as input for Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). Genesets with an FDR < 0.25 were consid-
ered significant.

Human samples.  Human pancreatic samples were obtained from patients who had undergone pancrea-
toduodenectomy (PD) with ductal occlusion of the remnant pancreas at the Parc de Salut Mar and had a primary 
diagnosis of PDAC or distal cholangiocarcinoma during the period 2012–2014. The protocol was approved by 
the Ethical Committee (CEIC-2012-130) of our institution (Hospital del Mar, Barcelona, Spain) and informed 
consent was obtained from all patients. All methods were performed in accordance with relevant guidelines and 
regulations for human subjects. In these selected cases, ductal occlusion of the main pancreatic duct of the distal 
remnant of the pancreas (without pancreatic anastomosis) was performed similarly the procedure described by 
Fromm et al.32 These patients provided a unique opportunity to study morphologic changes of the pancreas after 
pancreatic duct occlusion according to the evaluation of appearance on CT33,34 during the PO period. In addi-
tion, mutation analysis of exon 2, 3 and 4 of the KRAS gene was performed after manual or laser microdissection 
of precursor lesions in resected pancreas specimens.

Statistical analysis.  Data are presented as mean and standard deviation (SD). Non-parametric tests (Chi-
Square, U-Mann Whitney and Kruskal–Wallis) were employed for univariate analysis. For exposing purposes, 
premalignant lesions were evaluated independently in PanIN 1 and higher grade premalignant lesions (HGPL) 
including PanIN 2, PanIN 3 and AFL. Linear regression models were performed in order to determine the 
best-fit equation for the number of lesions during follow-up for PanIN1 and HGPL. In addition, factors found 
to be significant predictors in the univariate analysis were subjected to multivariate analysis (backward stepwise 
logistic regression analysis). Results were expressed as Odds Ratio (OR) with a 95% confidence interval (CI). 
Differences were considered to be significant at a threshold of p < 0.05. Statistical analyses were performed with 
statistical software (SPSS version 19.0; SPSS, Inc, Chicago, Ill).

Results
Model validation.  All animals tolerated the surgical procedure well and recovered and ambulated promptly. 
In the immediate PO period (4 days) the animals showed signs of stress and discomfort such as bristling hair or 
lack of grooming, as expected in a normal PO context. Later on, there were no signs of relevant disease in the PO 
follow-up and the Kras mice showed a normal growth curve, displaying no differences between groups.

As expected, premalignant lesions were not observed in control mice in which the conditional mutant Kras 
allele was not activated in the pancreas (Cre and G mice). In the Kras mice, we identified a majority of PanIN 
1 lesions (n = 6290; 97%), followed in number by AFL (n = 160; 2.5%), PanIN 2 and PanIN 3 high-grade lesions 
(n = 32; 0.4% and n = 10; 0.1%, respectively) and frequent areas of focal lobulicentric atrophy (patchy atrophy) as 
already described in these models26. Therefore, hereinafter the results refer only to Kras mice. The time-course 
development of lesions is shown in Fig. 2.

Histologically, consistent with other PDL models14,21,35, the DP showed an intense pattern of atrophy with 
an increase of adipose and fibrosis over the PO periods. There also seemed to be an extension of adipose tissue 
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surrounding the pancreatic tissue. More specifically, there was a complete replacement of exocrine acini by pseu-
doductal complexes, based on apparently novel duct-like structures composed of low cuboidal cells (Fig. 2F,K) 
(severe atrophy). There were also scattered infiltrates of lymphocytes and plasma cells in the fibrous boundary.

The number of PanIN 1 lesions in the ligated pancreas is reduced.  All mice presented an increase 
of PanIN 1 lesions in the PP over time, without differences among groups (best-fit less squared function was 
obtained with a linear model; r = 0.57, p < 0.01). A similar increase was observed in the DP in the sham and con-
trol groups over the PO, but not in the PDL group. In fact, the number of PanIN 1 lesions in the PDL group was 
significantly lower in DP compared to its corresponding value in PP at each PO time being almost 24-fold lower 
at 6 months PO. Furthermore, the number of PanIN 1 lesion in DP was significantly lower (p < 0.01) in the PDL 
group at 6 months PO compared to the sham and control group (Fig. 3A).

Figure 3.   Evolution of preneoplasic lesions after PDL. Mean number of PanIN 1 (A) and HGPL (B) per mouse 
in each group over PO time. *Statistically significant (p < 0.05) comparing values between PDL vs. sham/control 
at DP after 6 month PO; †Statistically significant (p < 0.05) comparing PP vs. DP for each group and PO period, 
‡: p = 0.05.
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The number of HGPL in the ligated pancreas is reduced.  Similarly to PanIN1 lesions, the number 
of HGPL in the PP usually increased over time in all groups and there were no significant differences between 
groups in any PO time. This increase was also observed in the DP of mice in the sham and control groups, which 
increased significantly over time following a linear model (r = 0.56, p < 0.01). Again, the number of HGPL in the 
PDL group was significantly lower in DP compared to its corresponding value in the PP at 3 and 6 months PO, 
being almost 22-fold lower at 6 months PO. Similarly to PanIN1 lesions, the number of HGPL in DP was sig-
nificantly lower (p < 0.01) in the PDL group at 6 months PO compared to the sham and control group (Fig. 3B).

The risk of developing HGPL is reduced in the ligated pancreas.  In the univariant and multivariant 
analyses two variables demonstrated a significant influence on the presence of HGPL: postoperative time and 
experimental group. Thus, the increase of PO time was associated with 3 times more risk of HGPL (OR: 2.9, IC 
95% 1.09–8.02, p = 0.03).

Having undergone PDL was protective for the development of HGPL: the risk of having HGPL was 6.87-
fold higher in the control group (IC 95% 1.21–39.17, p = 0.03) and 9.84-fold higher in the sham group (IC 95% 
1.21–785.92, p = 0.028) than in the PDL group.

A statistically significant decrease in the number of HGPL and PanIN 1 was observed when severe atrophy was 
seen in the studied segment of the pancreas (Fig. 4). On the contrary, patchy atrophy was linked to a significant 
increase in the number of HGPL and PanIN 1 (Fig. 4).

Transcriptional analysis reveals downregulation of the acinar program in distal pancreas.  Dif-
ferential expression analysis using Limma revealed 38 significant differentially expressed genes after p-value 
adjustment for multiple testing; 36 of those were downregulated and 2 upregulated in the distal portion of the 
ligated pancreas. The vast majority of downregulated genes corresponded to acinar enzymes or were related to 
the acinar function. (Table 1, Fig. 5A). Gene Set Enrichment analysis supported this downregulation of the aci-
nar function in the distal pancreas of Kras-PDL mice. (Fig. 5B).

Human experience in the ligated pancreas.  Finally, to assess whether these effects were relevant to 
patients, we examined the pancreas of four patients with primary tumors in whom the distal pancreas was 
ligated after pancreatoduodenectomy (PD) that also contained PanIN1 and HGPL (see a representative case in 
Fig. 6). In all cases, the distal remnant pancreas (body and tail) was characterized by an atrophic pattern based 
on the CT analysis as it has been described in previous studies after PD33,34. The mean rate reduction of the pan-
creatic parenchymal thickness measured at the cross-section of its body after 12 and 24 months was 25 ± 15% 
and 47 ± 11%, respectively. An important ductal dilatation of the main pancreatic duct was also observed. In two 
of the cases exon 2 mutated to p.G12D and p.G12V. These observations are highly reminiscent of the findings 
in mice.

Discussion
Many conventional therapies for pancreatic cancer aim to induce cellular damage to trigger apoptosis. In fact, 
apoptosis is an evolutionary designed method of preventing propagations of mutations or simply to eliminate 
unwanted or useless cells36. Mutated or useless cells are better dead and cell suicide through apoptosis may 
achieve this goal and this could be relevant in many diseases. For example, in acute pancreatitis, the extent of 
pancreatic acinar cell apoptosis has been shown to be inversely related to the severity of the disease and induc-
tion of apoptosis in animal models has been found to have a protective effect against acute pancreatitis37. In 

Figure 4.   Types of atrophy in pancreas of Ptf1a-Cre(+/ki); K-ras LSLG12Vgeo(+/ki mice. When severe pancreatic 
atrophy (A.B) was present in the specimen (in DP of PDL-Kras mice) then PanIN 1 (C) and HGPL (D) were 
less frequently present than when there was no severe atrophy. On the contrary, when patchy atrophy (E,F) was 
observed in the specimen (in PP of control, sham and PDL-group and in DP of control and sham group) then 
PanIN 1 (G) and HGPL (H) were more frequently present than when patchy atrophy was absent. Bar errors 
including mean value and 95% confidence interval. *p < 0.05; **p < 0.01; #p = 0.059. Scale bars: 50 μm.
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other diseases like PDAC of the proximal pancreas, complete occlusion of the main pancreatic duct with the 
corresponding massive atrophy of the distal pancreas is frequent38 (see Fig. 7). In that regard, it has usually been 
recognized that complete occlusion of the main duct of exocrine glands leads to the deletion of acinar cells by a 
massive and rapid apoptosis phenomenon. This has been demonstrated in the pancreas16–19 and also in salivary 
glands39. We previously studied these phenomena with an efficient model of PDL in normal murine and normal 
pig pancreas in vivo20,21 and we confirmed a massive deletion of exocrine cells through apoptosis while preserv-
ing the endocrine tissue. In the present study we triggered the same physiological mechanism but in Kras mice 
at an early stage (when p53 is still active) in order to wipe out these potentially pro-oncogenic cells with a long 
period of follow-up (up to 6 months) in comparison to several intergroup controls (control and sham group) 
and intragroup controls (proximal pancreas). Very recently, two reports40,41 have described the influence of duct 
obstruction on the remaining distal pancreas in Kras mouse models at the cellular level but without quantitative 
analysis of preneoplastic lesions. Both of them described similar signs of strong atrophy and a complete loss of 
the acinar compartment with a ductal replacement but while Shi et al.40 described less preneoplastic lesions in 
the acinar differentiation models in the distal pancreas, Cheng et al.41 observed a higher number of proliferative 
non-mucinous cells of both acinar and ductal origins at 2 weeks after PDL, without severe nuclear atypia or 
tumoral infiltration after 5-month of follow up.

Table 1.   Gene name, fold change and p-value of differentially expressed genes between PP and DP following 
PDL in Ptf1a-Cre(+/ki); K-ras LSLG12Vgeo(+/ki mice. 38 genes were selected with a p-value < 0.05.

Gene symbol Gene name logFoldChange adj.P.Val

Cel Carboxyl ester lipase − 3.63 0.0002

Sycn Syncollin − 3.42 0.0012

Klk1 Kallikrein 1 − 3.01 0.0014

Pnliprp1 Pancreatic lipase related protein 1 − 3.04 0.0014

Nupr1 Nuclear protein transcription regulator 1 − 2.82 0.0016

Gm5409 Predicted pseudogene 5409 − 2.42 0.0017

Try5 Trypsin 5 − 2.92 0.0017

2210010C04Rik RIKEN cDNA 2210010C04 gene − 2.14 0.0019

Prss1 Protease, serine 1 (trypsin 1) − 2.74 0.0020

Prss2 Protease, serine 2 − 2.93 0.0020

Rnase1 Ribonuclease, RNase A family, 1 (pancreatic) − 4.17 0.0024

Zg16 Zymogen granule protein 16 − 2.23 0.0024

Cpb1 Carboxypeptidase B1 (tissue) − 2.71 0.0025

Try10 Trypsin 10 − 2.42 0.0025

Gm5771 Predicted gene 5771 − 2.30 0.0026

Cpa1 Carboxypeptidase A1, pancreatic − 2.51 0.0026

Ctrl Chymotrypsin-like − 2.55 0.0030

Cela2a Chymotrypsin-like elastase family, member 2A − 2.39 0.0030

Cela1 Chymotrypsin-like elastase family, member 1 − 2.07 0.0049

Gp2 Glycoprotein 2 (zymogen granule membrane) − 2.29 0.0068

Clps Colipase, pancreatic − 3.26 0.0070

Pnlip Pancreatic lipase − 1.70 0.0070

Try4 Trypsin 4 − 2.58 0.0070

Cpa2 Carboxypeptidase A2, pancreatic − 2.91 0.0073

Pnliprp2 Pancreatic lipase-related protein 2 − 2.24 0.0077

Ctrb1 Chymotrypsinogen B1 − 3.45 0.0089

Amy2a1 Amylase 2a1 − 3.10 0.0095

Cela3b Chymotrypsin-like elastase family, member 3B − 2.23 0.0095

Cela3a Chymotrypsin-like elastase family, member 3A − 1.89 0.0152

Mt1 Metallothionein 1 − 2.05 0.0162

Nhsl1 NHS-like 1 1.55 0.0181

Dmbt1 Deleted in malignant brain tumors 1 − 1.55 0.0189

Ggt1 Gamma-glutamyltransferase 1 − 2.10 0.0260

Reg1 Regenerating islet-derived 1 − 2.39 0.0283

Gm10334 Predicted gene 10334 − 1.50 0.0304

Tff2 Trefoil factor 2 (spasmolytic protein 1) − 2.96 0.0429

Srpr Signal recognition particle receptor (docking protein) − 1.31 0.0488

Zdhhc16 Zinc finger, DHHC domain containing 16 2.04 0.0491
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In our study, after a long follow-up (up to 6 months) and an exhaustive quantitative analysis, both the global 
evaluation of premalignant lesions (PanIN 1 and HGPL) and the risk of the apparition of them in a single animal 
were found to be dramatically lower in DP than in PP (more than 20 times lower) in PDL group and significantly 
lower than in sham and control groups.

Interestingly, animals with PDL experienced a marked reduction of the DP (severe atrophy) with preserva-
tion of the proximal one and this phenomenon was linked to a lower number of PanIN 1 and HPGL. In fact, the 
signs of severe atrophy of the distal pancreas after ligation were already evident through gross examination of 
the specimens at 1, 3 and 6 months PO (see the small remaining tissue of DP in Fig. 2B) and matched well with 
the corresponding microscopic examination of a complete acinar dropout. A similar atrophic pattern was seen 
spontaneously after occlusion of the main pancreatic duct by a proximal tumor in patients38 (Fig. 7) or over time 
in a very selective group of patients in which the remaining distal pancreas was ligated after pancreaticoduo-
denectomy based on the CT analysis (Fig. 6).

In the gene expression analysis of the animals, an expected reduction in pancreatic secretion was evident in 
DP samples of the PDL group. Interestingly, some top genes previously related to the development of preneoplas-
tic lesions or PDAC had been upregulated in PP compared to DP like Sycn42, Dmbt143, Klk144 and mainly Nupr1. 
This last gene cooperates with KrasG12D to induce PanIN formation and pancreatic ductal adenocarcinoma 
development in mice45–47 (Fig. 5).

Our results are consistent with previous literature in which patchy atrophy accompanied by areas of acino-
ductal metaplasia was constantly described in Kras models and usually linked to premalignant lesions6,25,48,49. 
Patchy atrophy has also been related to the presence of PanIN lesions in patients with familial predisposition to 
PDAC6,14. Acinar to ductal metaplasia has been associated with PanIN lesions and many acini in the lobules of 
lobulicentric atrophy described earlier are often characterized by prominent acinar-ductal metaplasia14,26. How-
ever, it has been serendipitously stated that when the atrophy is severe (> 90% loss of acini and ducts) is unusual 
to see PanIN lesions at least in the resected human pancreas without adenocarcinoma50. These findings are also 
in agreement with the currently accepted origin of PanIN lesions: observations indicate that the ductal-like cells 
present in PanINs rarely arise by the transformation of normal duct cells. Instead, PanINs may originate either 

Figure 5.   Differential gene expression after PDL. Hierarchical cluster heat-map of 38 differentially expressed 
genes between pancreatic segments (p-value < 0.05) (A). Volcano plot showing significative expressed genes, 
some of which are previously related to PDAC tumorigenesis (blue: upregulated in PP; yellow: upregulated in 
DP) (p-value < 0.05) (B). Gene Set Enrichment Analysis supports downregulation of the acinar function in the 
distal pancreas of Kras-PDL mice after ligation (p < 0.05) (C).
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by transdifferentiation of acinar cells or by misdifferentiation of their precursors23,51,52. Therefore, the transfor-
mation to PanIN lesions of these acinar cells or their precursors could be interrupted when an early obstruction 
of the main pancreatic duct is performed even when Kras pro-oncogenic stimulation is present. This could be a 
potential research line of interest in some cancerous risk patients taken into account that: (1) Complete occlusion 
of the main pancreatic duct could trigger a physiological protective effect to avoid malignancies in pancreas har-
boring Kras mutations without the aid of any other potentially dangerous treatments as it has been seen before; 
(2) This procedure could be feasible both surgically and endoscopically53; (3) Kras mutations are believed to be a 
common initiator of mucinous lesions and other cancer precursor lesions54 and (4) More than 90% of pancreatic 
adenocarcinomas harbor activating mutations in Kras for which targeted therapies have been notoriously inef-
fective across all cancer types prompting the perception that RAS is undruggable54. However, some limitations 
of this research must also be addressed: All the experiences were done in mice models in which early pancreatic 
lesions are evaluated after duct obstruction. Therefore, the final effect of duct obstruction on established PDAC 
especially in humans are beyond the scope of this study and could be detrimental for its evolution.

In conclusion, Pancreatic duct ligation in Ptf1a-Cre(+/ki); K-ras LSLG12Vgeo(+/ki) mice induces a decrease in 
the presence of premalignant lesions in the ligated distal pancreas. This could be a potential line of research of 
interest in some cancerous risk patients.

Figure 6.   Human ligated pancreas. CT before pancreatoduodenectomy: head (A), body (B) and tail (D) of the 
pancreas (red arrows). CT after 2 years of the pancreatoduodenectomy (C,E). Note the reduction of the body 
(C) and tail (E) of the remaining pancreas. Hematoxylin–eosin stains of the resected head of the pancreas in 
which we can recognize the tumor (a), PanIN 1(b), PanIN 2 (c) and PanIN 3 (d).
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