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Resumen

| Resumen

Hoy en dia la duodenopancreatectomia es el procedimiento estandar para el tratamiento del
adenocarcinoma ductal y consiste en la anastomosis del remanente pancreatico al estbmago o
yeyuno tras una transeccion corporocaudal. Sin embargo, la oclusiéon del ducto pancreatico
principal (mediante sutura, ligadura o pegamento) sigue siendo una buena opcién en algunas
circunstancias en las que el riesgo de fistula pancreatica es elevado. Estudios recientes
sugieren que la transeccidon asistida por radiofrecuencia (RFAT) del pancreas distal es una
técnica facil y segura. El objetivo de ésta tesis es evaluar si la RFAT del ducto pancreatico
principal reduce el riesgo de pancreatitis necrético hemorragica y de fistula pancreatica
(POPF).

Para ello, se utilizaron dos modelos experimentales, murino y porcino, a los cuales se les
realizé una RFAT del cuello del pancreas sin anastomosar el remanente pancreatico. Treinta-y-
dos ratas fueron sujetas al procedimiento con supervivencia de 3, 7, 15 y 21 dias de
postoperatorio (PO). Ademas, se consideraron otros dos grupos controles de 15 dias de PO
sujetos a toda operacion excepto la transeccion pancreatica (sham, n=3) y otros animales
sometidos unicamente a manipulacion preoperatoria (control, n=4). En modelo porcino, 13
animales fueron sometidos al mismo procedimiento pero con periodos de supervivencia de 1y
6 meses (n= 8 y n= 5, respectivamente), y 11 especimenes pancreaticos se utilizaron como
controles histolégicos.

Histolégicamente, ambos modelos mostraron la rapida atrofia del pancreas distal sin signos de
pancreatitis necrético hemorragica y total preservacion del pancreas proximal. El patrén de
atrofia se caracteriz6 por una respuesta apoptédtica que parece estimular un proceso de
metaplasia acino-ductal que con el PO tardio (6 meses en modelo porcino) desencadena el

reemplazo de los pseudoductos por tejido fibrético y posterior metaplasia grasa. Con el PO se



Resumen

observé un aumento del area de insulina en el pancreas distal y proximal, aunque se identificd
un aumento de agrupaciones de células 3 en el pancreas distal de ambas especies tras la
transeccién. Bioquimicamente, se identificé un aumento significativo de amilasa en suero
durante el PO inmediato que se estabilizé a valores basales a la semana. Se diagnosticaron 2
POPF grado A (bioquimicas) en modelo porcino y ninguna en modelo murino.

En conclusién, nuestros resultados sugieren que la RFAT del cuello del pancreas consigue un
sellado eficiente del remanente pancreatico y desencadena una atrofia exocrina total del
pancreas distal sin signos de pancreatitis necrético hemorragica. Esta técnica puede ser de

especial interés en casos en que la anastomosis no esté recomendada.

Palabras clave: ablacion por radiofrecuencia, pancreatitis necrético hemorragica, apoptosis,

atrofia, ducto pancreatico principal, ligadura del ducto.
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| Abstract

The current approach to managing the distal pancreas after pancreaticoduodenectomy is to
anastomose the stump to either the jejunum or the stomach. However, occlusion of the main
pancreatic duct (usually sutured, ligated or glued), remains an option in certain circumstances,
even if it does involve a greater risk of pancreatic fistula. Recent studies suggest that distal
pancreatic transection by radiofrequency-assisted transection (RFAT) devices can seal the main
pancreatic duct easily and safely. The goal of this thesis was to elucidate whether the RFAT of
the main pancreatic duct may avoid the risk of both necrotizing pancreatitis and postoperative
pancreatic fistula (POPF) formation.

Using murine and porcine experimental models, we performed a transection of the neck of the
pancreas by RFAT without pancreatic anastomosis in both species. Thirty-two rats were
subjected to the procedure and were killed at 3, 7, 15 and 21 days. Two additional control
groups; sham operation (n=3) and user manipulation only (n=4) of 15 days of postoperative
period (PO) were considered. On the porcine model, thirteen animals were subjected to the
same procedure and killed at 1 and 6 months, and 11 pancreatic specimens were used such as
histological controls.

Histologically, both models showed a rapid atrophy of the distal pancreas by apoptosis with no
signs of necrotizing pancreatitis. The atrophic pattern of the distal pancreas was characterized
by acinar-ductal metaplasia which was replaced by fibrotic and adipose tissue at long PO period
(6 month in the porcine model). The insulin area increased over the PO in both proximal and
distal pancreas, though we identified a significant increase of clusters of B-cells in the distal
pancreas in both species after the transection. The proximal pancreas was totally preserved at
all time of the PO. As a general finding, we observed biochemically a significant increase in

serum amylase levels on the immediate PO which return to baseline levels in the following
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weeks. Two biochemical grade A POPF and a pseudocyst were diagnosed in the porcine

model, while any POPF was observed in the murine model.

Overall, our results show that the RFAT of the neck of the pancreas achieved and efficient
sealing of the stump of the pancreas and led to the complete exocrine atrophy of the distal
remnant pancreas without leading necrotizing pancreatitis. This technic could be considered as
an alternative in difficult circumstances where anastomosis of the distal pancreatic stump is

believed to be unwise.

Keywords: radiofrequency ablation, necrotizing pancreatitis, apoptosis, atrophy, main pancreatic

duct, duct ligation.
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Introduccion

1 | Fisiopatologia y terapéutica del pancreas

1.1 Anatomia e histologia del pancreas humano

El pancreas humano es una glandula compuesta, con una morfologia aplanada y alargada de
entre 12-20 cm de longitud que puede alcanzar un peso de 100 a 110 g en un adulto. Esta
compuesto por 4 regiones principales: cabeza, cuello, cuerpo y cola. La cabeza esta localizada
en el marco duodenal en el peritoneo de la pared abdominal posterior a la izquierda de la vena
mesentérica superior y tiene una estructura lobular. El cuello es la porcion mas estrecha del
pancreas que se extiende desde la cabeza hacia la izquierda y se une con el cuerpo, el cual
conjuntamente con la cola tienen una direccion oblicua en el abdomen posterior que puede

alcanzar la superficie gastrica del bazo (ver figura 1).

Vena cava Arteria
inferior aorta

Bazo

Cuerpo del
pancreas

Conducto

Conducto ’
accesorio y Cola del
conducto de pancreas
Wirsung
Cuello del
Papila pancreas
duodenal
Duodeno

Cabeza del
pancreas

Figura 1 | Esquema representativo de la anatomia del pancreas. Se observa el conducto pancreatico y su
relacion con bazo y duodeno. Modificada de masmusculo.com, accedido en junio 2014.
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El pancreas tiene una abundante circulacion derivada de ramas de las arterias celiaca y
mesentérica superior. Por detras del cuello, se encuentra la confluencia de la vena porta con
las venas mesentérica superior y esplénica. El cuello se extiende hasta la rama
pancreaticoduodenal anterosuperior de la arteria gastroduodenal y el cuerpo pasa por delante
de la aorta, la arteria mesentérica superior, el pilar izquierdo del diafragma, la glandula

suprarrenal izquierda y la vena esplénica.

En el contexto de este estudio, la unidad formada por el extremo distal del conducto biliar, el
duodeno y la cabeza del pancreas son de especial interés. El conducto biliar (colédoco) se
localiza a la derecha de la arteria gastroduodenal, en la pared posterior del duodeno y que
atraviesa la cabeza del pancreas y habitualmente se une con el conducto pancreético principal
hasta alcanzar la papila duodenal. El conducto pancreatico principal o Wirsung surge de
ramificaciones de los lobulillos de la glandula en la cola del pancreas que se anastomosan
hasta formar el conducto principal, con un rango que puede alcanzar de 0,8 a 4,8 mm de
diametro en la zona menos distal (ver figura 1). EI Wirsung atraviesa la cola y el cuello
localizado en el centro aproximadamente, hasta la confluencia con el colédoco, a nivel de
cabeza, conocida como ampolla del conducto biliar. Su anatomia esta caracterizada por la
ausencia de tabique entre conductos, aunque en algun caso los conductos pueden
desembocar separadamente en la papila o tener un tabique interpuesto. La bilis y secreciones

pancreaticas desembocan en la ampolla de Vater en el duodeno [1].

También podemos diferenciar con frecuencia el conducto pancreatico accesorio de Santorini,
que comunica con el conducto principal. Este se sitia por delante del colédoco y desemboca

en una papila menor con localizacion proximal a la ampolla de Vater.

Pag. 4



Introduccion
Histologicamente el pancreas es una glandula compuesta formada por un 80% de tejido
exocrino y un 2% de tejido endocrino (ver figura 2-A). Esta formado por unos lobulillos que se
conectan entre si mediante unos tabiques de tejido conectivo que contienen los vasos

sanguineos, linfaticos, nervios y conductos exocrinos (18%) y no tiene capsula fibrosa.

A Conducto pancreatico Cuerpo del pancreas

principa‘l/lj\/
7
% f G

Colédoco Cola del pancreas

Duodeno

Conducto
pancreatico
secundario

Ampolla
Hepatopancreati

Ampolla X N 0 -s? A " B
de Vater 3 S — S 4 ey _ Isleta de
) N ¢ fu % Jangherans

Cabeza del

pancreas . XRO%
dM7sk B

PaSC

Célula
centro

Granulos de

cinégeno Acino pancreatico

Célula centroacinar

Célula ductal

Figura 2| Esquema representativo del pancreas macroscopico. (A) Organizacién estructural del pancreas
donde se observa en detalle (B y C) el componente exocrino y endocrino del pancreas y (D) la estructura
de los acinos. Modificada de Mescher ef al. [2] y Omary, et al. [3].

La parte endocrina esta formada por islotes de Langerhans, que entre otras funciones, secretan
péptidos al corriente sanguineo para regular el metabolismo de los carbohidratos. Cada islote
tiene un diametro de 0,2 mm y esta separado del tejido exocrino circundante por fibras de tejido

conectivo. Los islotes estan rodeados e irrigados por un reticulo capilar que aporta sangre a los
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acinos (células exocrinas). Este sistema permite el efecto local de las hormonas en los acinos,
en especial, el efecto de la insulina en el pancreas exocrino.

En cada islote de Langerhans se pueden diferenciar 4 tipos de células, cada una de las cuales
produce una secrecion hormonal especifica: las células B (50%-80%) son productoras de
insulina, las células a (5-20%) son productoras de glucagon, las células PP (10-35%) sintetizan
un polipéptido pancreatico, y las células D (5%) son productoras de somatostatina (ver figura
3). La distribucion, asi como la poblacion de células a, B y D son diferentes entre especies. Un
estudio publicado por Brissova ef al [4] muestra como en humanos, las células B se
encuentran en el interior de los islotes y el resto de células las rodean periféricamente (figura

3).

Figura 3| Reconstruccion optica de una immunohistoquimica de un islote de Langerhans humana. Tincion

verde= Células 8, rojo=Células a, azul=Células D [4].

El componente exocrino esta compuesto por agrupaciones de células acinares, conocidas
como acinos, las cuales producen enzimas que ayudan en la digestion. Las células acinares
que conforman el acino son células epiteliales altas, piramidales o cilindricas que se apoyan en

la lamina basal y convergen en una luz central (ver figura 2 B-C).

En estado inactivo, las células contienen numerosos granulos de cimégeno que llenan la

porcion apical. Tras la ingesta de comida, las enzimas pancreaticas son secretadas a la luz
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acinar, que esta compuesta de unas microvellosidades que se unen entre células adyacentes e
impiden el retorno de las secreciones desde el conducto hacia el espacio intercelular. Ademas,
en el tejido exocrino también podemos encontrar células acinares y células estrelladas
pancreaticas presentes en el espacio periacinar muy relacionadas con desoérdenes del

pancreas exocrino [3] (figura 2-D).

Las secreciones enzimaticas producidas son conducidas al conducto pancreatico hasta

desembocar en la papila de Vater donde se activan y ayudan en la digestion de alimentos.

En funcién del alimento ingerido, los humanos secretan hasta 3 litros de jugos pancreaticos
diariamente. Estas secreciones contienen enzimas hidroliticas, como la tripsina, quimiotripsina
y colipasa, las cuales han de ser activadas en el lumen intestinal para la digestion de
carbohidratos complejos, proteinas y lipidos. Sin embargo, existen otras enzimas que se
segregan ya activas; como sucede con la a-amilasa (amilasa) y la lipasa. Entre otros
elementos, podemos encontrar componentes inorganicos como el agua, potasio, cloro o
bicarbonato. El alto contenido de bicarbonato presente proporciona alcalinidad a la secrecion,
lo que evita la desnaturalizacion de las enzimas y estimula la actividad hidrolitica de las

enzimas pancreaticas en el lumen intestinal.
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1.2 Problema clinico: el cancer de pancreas y su epidemiologia

El cancer de pancreas o neoplasia de pancreas se origina cuando un conjunto de células del
cuerpo humano crecen sin control. Si las células tumorales se agrupan formando una masa
Unica sin capacidad para invadir érganos vecinos o0 mas alejados, nos encontramos frente a un
tumor benigno. Por el contrario, un tumor es maligno (cancer) cuando tiene la capacidad de
invadir otros tejidos liberando parte de las células tumorales al torrente sanguineo o linfatico

dando lugar a la formacion de lesiones a distancia (metastasis).

1.2.1 Epidemiologia

El cancer de pancreas es la segunda neoplasia intestinal mas frecuente y la cuarta causa de
muerte por cancer en todo el mundo, equivalente a entre el 6-7% de las muertes por cancer.
Actualmente el cancer de pancreas representa el 3% de las neoplasias que afectan a hombres

y a mujeres [5] (ver Figura 4).

Esta tasa tan elevada de mortalidad es producto de una enfermedad de diagnéstico tardio que
da lugar a una baja tasa de supervivencia, en la cual menos del 20% de afectados llegan vivos
al primer afo y menos del 5% sobrevive a los 5 afios del diagnéstico [6, 7]. Por lo tanto, aunque
tiene una incidencia relativamente baja (78.000 nuevos casos anuales en Europa y 44.000 en
Estados Unidos) es uno de los canceres con mayor tasa de mortalidad (37.000 muertes en
Estados Unidos) después del de colon, tanto en hombres como en mujeres. Ya en el 2001 [8],
se estimaba que mundialmente el numero de muertes por cancer de pancreas era de alrededor

de 213.000 personas, y estos numeros aumentan con la edad poblacional. Concretamente a
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nivel nacional, cada afio mueren alrededor de 2.400 varones y 2.000 mujeres por esta

enfermedad.

N°® de casos/afio

120000 -~ mN° estimado de nuevos
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Figura 4 | Representacion grafica del numero estimado de nuevos casos y muertes para los distintos tipos

de neoplasia intestinal. Datos del 2012 en Estados Unidos [5].

Patolégicamente, mas del 95% de las neoplasias malignas se originan en los elementos
exocrinos, denominandose adenocarcinomas y soOlo el 1-2% corresponde a tumores

endocrinos.

Recientemente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha propuesto una nueva
clasificacion de los tumores primarios epiteliales pancreaticos, que se resumen en la tabla 1 [9],
La tabla no detalla las lesiones premalignas, asi como tampoco otro tipo de tumores

pancreaticos primarios no epiteliales.
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Tabla 1 | Clasificacion de los tumores primarios epiteliales del pancreas propuesta por la OMS [9].

Cistoadenoma seroso
Benignos
Cistoadenoma acinar
Neoplasia quistica mucinosa con displasia moderada
Limitrofes Neoplasia intraductal papilar mucinosa con displasia moderada
Neoplasia solida pseudopapilar
Adenocarcinoma ductal
Carcinoma de células acinares
Cistoadenocarcinoma de células acinares
Neoplasia intraductal papilar mucinosa asociada a un carcinoma
invasivo
Malignos
Carcinoma mixto (ductal-neuroendocrino o acinar-neuroendocrino).
Neoplasia quistica mucinosa asociada a un carcinoma invasivo
Pancreatoblastoma
Cistadenocarcinoma seroso
Neoplasia pseudopapilar-sélida
Microadenoma neuroendocrino pancreatico
Tumor neuroendocrino
Carcinoma neuroendocrina
Carcinoide
Neuroendocrino Gastrinoma
Glucagonoma
Insulinoma
Somatostatinoma
VIPoma
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De entre los tumores malignos, el 90% de todos los casos presenta una histologia compatible
con un carcinoma de las células ductales o adenocarcinoma ductal. El presente estudio se

centrara sobre este tipo de tumor al ser el de mayor incidencia.
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1.3 Adenocarcinoma ductal

El adenocarcinoma ductal infiltrante en una neoplasia invasiva epitelial maligna con
diferenciacion glandular y sin componente predominante de otro tipo de carcinoma. La mayoria
de los casos son diagnosticados en pacientes de entre 60 y 80 afios de edad [10], aunque se
han dado casos en pacientes por debajo de los 40 afios de edad [11]. Se conoce que hay
ciertos factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad, como son el hecho de ser

fumador, tener antecedentes familiares de cancer de pancreas, diabetes o la obesidad [12, 13].

La sintomatologia mas frecuente incluye dolor epigastrico que irradia hacia la espalda, pérdida
de peso, ictericia, nauseas y en un 10% episodios de diarrea, espasmos, trombosis o
pancreatitis aguda [14]. En algunos casos la aparicion de diabetes en pacientes de edad

avanzada también se ha asociado al diagnéstico de adenocarcinoma ductal [15].

La alta tasa de mortalidad asociada al cancer de pancreas es principalmente debido a la fase
avanzada en que se diagnostica la neoplasia y porque no hay herramientas sensibles y
especificas para detectar la enfermedad en una etapa anterior. Mas del 80% de los pacientes
con cancer pancreatico tienen enfermedad metastasica localmente avanzada o a distancia en
el momento del diagndstico, lo que comporta que estos pacientes dejan de ser operables.
Incluso si el cancer de pancreas se diagnostica temprano y se puede llevar a cabo la reseccion
quirurgica con intencion curativa, casi todos los pacientes desarrollan recurrencia local y/o
metastasis a distancia después de la cirugia [16]. Por desgracia, las modalidades terapéuticas
convencionales como quimio-radiacion han tenido un impacto minimo y la supervivencia a largo
plazo de los pacientes con cancer pancreatico no ha mejorado en las ultimas cinco décadas

[17].

Pag. 12



Introduccion
En muchos casos, la tasa de supervivencia de otras neoplasias intraepiteliales; como el cancer
colorectal, pulmén, pecho, cérvix, etc.; ha aumentado gracias a la identificacién temprana de
lesiones incluso en un estado pre-invasivo [18]. Es por ello, que recientemente los patdlogos

han centrado sus esfuerzos en el analisis de las lesiones pre-neoplasicas intraepiteliales.

A pesar de que no existe un analogo a la prueba de Papanicolau en el cancer de pancreas, si
existen otros analogos a canceres epiteliales, en los que se ha evidenciado una progresion
histologica bien definida entre precursores tumorales, resultando en una neoplasia invasiva.
Estudios recientes han demostrado que estas lesiones pre-neoplasicas presentan alteraciones
genéticas que se observan también en neoplasias invasivas, lo que sugieren ser sus

precursores.

1.3.1 Descripcion macroscopica e histologica

Macroscépicamente, la mayoria de adenocarcinomas ductales forman masas poco definidas de
tejido fibrotico que adquieren un color blanco amarillento con el tejido circundante oscuro
(figura 5-A). En algunos casos se puede dar necrosis y degeneracion quistica (figura 5-B)

produciendo ruptura ductal con formacion de pseudoquiste [19].
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Figura 5| Aspecto macroscopico de un adonocarcinoma. Seccion transversal de un (A)

adenocarcinoma ductal infiltrante y un (B) adenocarcinoma con degeneracion quistica [19].

Microscopicamente, tal y como se define previamente, el adenocarcinoma ductal infiltrante es
una neoplasia invasiva epitelial maligna con diferenciacion glandular y sin componente
predominante de otro tipo de carcinoma.

Recientemente, se ha establecido una nomenclatura internacional para las lesiones pre-
neoplasicas intraepiteliales (PanIN) en funcion del grado de diferenciaciéon y estructura nuclear.
Las PanIN se caracterizan por ser lesiones microscopicas de menos de 5 mm localizadas en
los ductos pancreaticos. Estas lesiones puedes ser papilares o planas, compuestas por células
cuboidales con diferente produccion de mucina. Se diferencian 4 tipos de lesiones, incluyendo
PanIN-1A y PanIN-1B (de bajo grado), PanIN-2 (grado intermedio), PanIN-3 (de alto grado),
reflejando una progresion en el grado histologico hasta resultar en un adenocarcinoma ductal
infiltrante.

Actualmente, se conoce que las lesiones neoplasicas intraepiteliales estan asociadas a unos

cambios genéticos determinados. La figura 6 resume algunas de estas alteraciones.
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Figura 6 | llustracion de la evolucién de las lesiones pre-neoplasicas intraepiteliales y las algunas de

alteraciones genéticas mas conocidas. Adaptada de Maitra ef a/. [20]
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1.4  Tratamiento del cancer de pancreas: Caracteristicas y complicaciones

El tratamiento quirdrgico del cancer de pancreas se divide en dos tipos de procedimientos

técnicamente distintos:

- Aquellos realizados para resecar, o dicho de otro modo, extirpar los tumores localizados
en la cabeza del pancreas. El tratamiento basico es la duodenopancreactomia; un
procedimiento complejo asociado a altas tasas de morbi-mortalidad, y por ello son el
objetivo principal de este estudio (figura 7-A).

- Aquellos realizados para extirpar tumores situados en la porcién del cuerpo y cola del
pancreas, asociados a tasas de morbi-mortalidad mucho menores y fuera del objeto de

este estudio (figura 7-B). Basicamente se trata de pancreatectomias corporocaudales.

A B

Figura 7| Representacion esquematica sobre la localizacion tumoral (punto rojo). (A) Tumor en la cabeza

del pancreas. (B) Tumor en la cola.

Actualmente la pancreatectomia o reseccidn quirurgica del pancreas es el unico tratamiento
potencialmente curativo para tumores localizados en la cabeza del pancreas. Sin embargo,
cuando nos encontramos frente al diagndstico de un cancer de pancreas es importante definir

la resecabilidad del mismo, es decir, la posibilidad de ser extirpado con éxito.
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El American Joint Committee on Cancer (AJCC) designo los estadios del cancer de pancreas
mediante la clasificacion TNM; T (tumor), N (ganglios), y M (metastasis); con objeto de definir

su resecabilidad (ver Tabla 2 y 3) [21].

Tabla 2 | Clasificacion TNM de los estadios del cancer de pancreas. Se distingue segun el desarrollo del

tumor primario (T), la presencia de ganglios linfaticos regionales (N) y metastasis (M) [21].

Cadificacion | Caracteristicas

Tumor primario (T)

TX No se puede evaluar el tumor primario.

TO No hay prueba de un tumor primario.

Tis Carcinoma in situ.p

T El tumor se limita al pancreas, <2 cm en su dimensién mayor.

T2 El tumor se limita al pancreas, >2 cm en su dimensiéon mayor.

T3 El tumor se extiende mas alla del pancreas, pero no hay compromiso del
tronco celiaco o la arteria mesentérica superior.

T4 El tumor compromete el tronco celiaco o la arteria mesentérica (tumor

primario irresecable).

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.
NO No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales.
N1 Metastasis en los ganglios linfaticos regionales.

Metastasis a distancia (M)

MO No hay metastasis a distancia.

M1 Metastasis a distancia.
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Tabla 3 | Estadio de desarrollo tumoral en funcion de T, Ny M [21].

Estadio T N M
0 Tis NO MO
1A T NO MO
IB T2 NO MO
A T3 NO MO

T1 N1 MO
IIB T2 N1 MO
T3 N1 MO
] T4 Cualquier N MO
\") Cualquier T Cualquier N M1

En funcion de las caracteristicas del tumor podemos definir tres situaciones que condicionaran

el tratamiento a aplicar:

e Tumores resecables: Son aquellos tumores con crecimiento local, en los que la

reseccion permite la extirpaciéon completa del tumor.

e Tumores localmente avanzados: Aquellos que son diagnosticados cuando estan
afectando vasos préximos, arterias o venas importantes y en los que la cirugia no
permite la eliminacion total de la enfermedad por la persistencia de ganglios.

e Tumores metastasicos: En este caso, la presencia de metastasis en otros érganos
como higado, peritoneo, epipldn o cualquier otra cavidad extraabdominal implica que la

cirugia esté totalmente contraindicada.

En el caso en que el diagndstico sea de tumores localmente avanzados o metastasicos, existen
tratamientos paliativos al dolor, la obstruccién duodenal o la ictericia como son la colocacion de

prétesis, algun tipo de cirugia y la radio/quimioterapia. Este ultimo tratamiento puede ayudar en
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el 40% de los tumores no resecables, como tratamiento neoadyuvante a posteriores

pancreatectomias y puede aumentar la supervivencia de los pacientes.

Sin embargo, la enfermedad se manifiesta de forma tardia y es por ello que solo entre un 5y
un 25% de los tumores, segun la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM), son
susceptibles del tratamiento quirdrgico con una media de supervivencia de entre 11 y 20
meses. Algunos estudios realizados en centros de alto con alto volumen han reportado tasas
de supervivencia a 5 afios de hasta un 15-20% en pacientes que se han sometido a reseccion

[22].

En el caso en que sea posible la resecabilidad del tumor, existen tres técnicas quirurgicas
posibles: la duodenopancreatectomia, la pancreatectomia total y la obstruccion del conducto

pancreatico.

1.4.1 Duodenopancreatectomia

El adenoarcinoma ductal es el cancer pancreatico exocrino mas comun, tal y como hemos
comentado anteriormente y entre el 80 y el 90% de los tumores estan localizados en la cabeza
de la glandula, tal y como publican algunas series de reseccion quirurgica [6]. Por ello, aunque
en funcion de la localizacion del tumor pancreatico el cirujano puede decidirse por uno u otro
procedimiento, la operacion estandar es la duodenopancreatectomia o “procedimiento de
Whipple” (PD). La figura 8 muestra el aspecto final de una duodenopancreatectomia tras la

reconstruccion.
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Figura 8| Aspecto final del procedimiento Whipple con conservacion del piloro tras la reconstruccion.

Esta intervencion se caracteriza por la reseccion de la cabeza del pancreas, la vesicula biliar,
parte del duodeno y del yeyuno proximal asi como de una pequefia parte del estdmago.
Existen estudios randomizados [23-25] que comparan la reseccion Whipple estandar con otro
tipo de procedimiento llamado “Whipple con conservacion del piloro” en el cual no se extirpa la
parte inferior del estdbmago (piloro) pero no existe consenso sobre que técnica da mejores
resultados. Ademas, algunos grupos japoneses sugieren que la extirpacion de los ganglios
linfaticos cercanos del pancreas no aumenta la morbilidad en el postoperatorio (PO) y puede

disminuir la posibilidad de recurrencia [26].

Tras la extirpacion se realiza la anastomosis del pancreas con el duodeno (pancreatoyeyunal)
mediante técnicas end-fo-end (unidén del conducto pancreatico con el colédoco) o duct-to-
mucosa (union del conducto a la mucosa duodenal), con o sin implantacién de una protesis,
con objeto de que las enzimas pancreaticas digestivas, la bilis y el contenido del estémago
fluyan hacia el intestino delgado durante la digestion (ver figura 8). Schlitt ef a/. [27] en un
estudio randomizado entre anastomosis, sugieren que la tasa de mortalidad es menor al aplicar
duct-fo-mucosa. La anatomosis gastrica; en lugar de la duodenal; caracteriza la

pancreatogastrostomia (PG) la cual es una variante de la PD. Algunos estudios sugieren que la
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tasa de morbi-mortalidad asociada a la PG es similar o incluso menor que la PD [28, 29],
debido a que se produce una neutralizacion de las enzimas pancreaticas por el acido gastrico
[30]. Sin embargo, este factor que puede reducir el indice de morbilidad asociado a fistula
pancreatica, supone a su vez un inconveniente ya que esta asociado a problemas de

insuficiencia exocrina [31].

La PD es un procedimiento muy exigente y requiere de una diseccion muy precisa alrededor de
los vasos portales y mesentéricos, asi como tres anastomosis distintas. Es por eso que se ha
observado correlacién entre la tasa de mortalidad de hasta 3 a 5 veces mayor en los centros de
bajo volumen (definidos por menos de 5 casos/afio) en comparacion con los centros que

realizan 20 o mas casos anuales con tasas de mortalidad de hasta el 5% [22, 32].

A pesar de la disminucién en mortalidad, la tasa de morbilidad es aun muy elevada situada
entre el 30% y el 65% [33-38]. Estd asociada principalmente a la aparicion de fistula
pancreatica por fugas, que de acuerdo con los ultimos estudios publicados, varia entre el O-
25% en funcién de la definicion utilizada [36-38]. El absceso abdominal y la hemorragia son
secuelas comunes de la fuga en la anastomosis, que ha estado asociada con una tasa de
mortalidad incluso mayor al 40%. Otras complicaciones asociadas son la pancreatitis en el
pancreas remanente que puede producir hemorragia y sepsis. Aunque los avances en cirugia
han reducido las fugas en las anastomosis bilioentérica a menos de 5% [39], las fugas en las
anastomosis pancreaticoenterica todavia ocurren en un alto porcentaje de los casos y es mas
comun cuando el conducto pancreatico es pequefio (menor o igual a 3 mm) vy la glandula es

muy blanda [40].

A pesar de que éste procedimiento tiene como objetivo principal la preservacion de la funcion
exocrina e endocrina, la frecuente estenosis de la anastomosis ductal o gastrica, asi como la

atrofia secundaria del pancreas remanente [41] (equivalente al 30-50% del pancreas) o la
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alteracion de factores neuro-hormonales, comportan problemas de malabsorcién y digestivos al

ano de la cirugia [42].

1.4.2 Pancreatectomia total

Como alternativa a la duodenopanecratectomia se propuso la pancreatectomia total [43] con
objeto de extraer mas tejido maligno y evitar la anastomosis pancreatoyeyunal. Sin embargo,
los resultados sugieren que el indice de morbi-mortalidad no disminuye significativamente,
alcanzando de valores de hasta el 28%. Ademas, la extirpacion total del pancreas comporta
una desventaja adicional: la insuficiencia exocrina obligada con una diabetes abrupta [44, 45].

La figura 9 muestra la reconstruccion tras una pancreatectomia total.

Colédoco i
Higado 7 Estomago

Vesicula biliar

Ampolla de Vater

Figura 9| Aspecto final de la extirpacion total del pancreas o pancreatectomia total.
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1.4.3 Ligadura del conducto de Wirsung y oclusion con pegamento

La ligadura del conducto pancreatico, parcial o total, asi como la oclusién con pegamento, es
una técnica que se ha empleado desde hace muchos afios con diferentes objetivos a lo largo

de la historia.

En el contexto de la cirugia pancreatica, la ligadura del conducto la propuso por primera vez en
1935, Whipple ef al. [46] como método para controlar el remanente pancreatico tras la
duodenopancreatectomia. Posteriormente, Brunschwig [47] publico una pequena serie de 3
casos, todo ellos libres de fistula pancreatica en la que se empleaba la ligadura del ducto
pancreatico en lugar de la anastomosis. Pero no fue hasta en 1971, que Goldsmith ef al. [48]
publicé el estudio mas importante en que comparaba la eficiencia de la anastomosis y la
ligadura tras realizar una PD con indices de fistula pancreatica similares para ambos

procedimientos.

La ligadura del ducto quedd en desuso hasta los afios 90 en que se publicaron de nuevo
algunas revisiones sobre la aplicacién de ligadura para evitar la anastomosis pancreatica. Sin
embargo, aunque la mayoria de los estudios relacionaba la ligadura del ducto a indices de
fistula mayores [49], habia otros estudios retrospectivos en controversia, con valores de

incidencia similares entre procedimientos [50, 51].

Gall et al. [52] validaron clinicamente la idea de Gebhardt ef a/. [53], los cuales emplearon en
modelo canino una solucion alcohdlica de prolamina (Ethibloc) para desencadenar la atrofia
exocrina del pancreas tras la obstruccion del conducto sugiriendo preservacion de la viabilidad
endocrina. Esta sustancia radiopaca, de moderada viscosidad durante su manipulacién e
inyeccion, se solidificaba y reabsorbia a los 11 dias, y conllevo a la dehiscente eliminaciéon de

la anastomosis pancreaticoyeyunal durante anos. Hasta el momento, se han desarrollado
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distintos pegamentos; un ejemplo de ellos es Tissucol (Baxter, Espafna) el cual se trata de un

pegamento con solucién de fibrina que tiene un efecto protector de las células f.

La oclusion del ducto con pegamentos condujo a la disminucidn de la tasa de mortalidad vy
morbilidad asociada. No obstante, tal y como sugieren dos estudios randomizados recientes
[54, 55], las tasa de complicaciones es todavia muy elevada y algunos estudios alertan del
riesgo de pancreatitis hemorragica si la inyeccion del pegamento se hace a altas presiones
[56]. Ademas, algunos autores sugieren que la aparicién de fistula pancreatica en casos en
que se produce un mal sellado o ante el bloqueo del conducto principal, incluso de manera
transitoria, esta asociada al aumento de presidon y la secrecidn de jugo pancreatico por

canaliculos secundarios [57].

Fuera del contexto quirurgico, ambas técnicas de oclusién ductal, son conocidas por su
capacidad de producir atrofia del tejido exocrino, evitando asi el dolor al paciente en casos de
pancreatitis cronica [58]. Ademas, desde 1977 se han realizado multiples estudios
experimentales para evaluar los cambios histologicos exocrinos y endocrinos asociados a la
atrofia pancreatica [56, 59-63], asi como su posible aplicacion a la regeneracion de islotes en

casos de diabetes.

A pesar de que el mecanismo patogénico de la diabetes mellitus tipo 1y 2 (DM1 o DM2) es
diferente, en ambos casos se produce un descenso en el numero de células B que comporta
una pérdida de la capacidad para producir insulina [64, 65]. En ésta ultima década, se han
publicado multiples estudios experimentales que asocian la ligadura total del ducto [66-70], la
oclusion temporal [71-80] por pegamento o celofan y la pancreatectomia parcial (incluyendo
reseccion de la cabeza o de la cola) [81-84]; al aumento de masa endocrina. Ademas, se han
realizado estudios genéticos que han demostrado la gran capacidad regenerativa de las células

B, incluso tras la ablacién casi total del tejido endocrino en el pancreas [69, 70, 85-90]. A pesar
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de que algunos estudios sugieren que la regeneracién de células B se produce por la
replicacion de células pre-existentes [65, 68, 80, 82, 84, 85, 91-93], otros estudios sugieren que
las células B pueden transdiferenciarse de células acinares [94-96], células ductales [68, 87,

88, 97-99] o incluso otro tipo de células endocrinas como células a [69, 70, 86].

Sin embargo no existe un consenso en la afectacion de la funcion endocrina, ya que algunos
autores sugieren que la viabilidad de los islotes de Langerhans no se ve afectada por la
oclusion del conducto pancreatico [100-104], aunque otros estudios mantiene que la oclusion
ductal produce posible deterioro secundario de la funcion endocrina, desencadenando la

aparicion de diabetes [55, 67, 105, 106].
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1.5 Problemas de tratamiento

Tal y como se detalla en los apartados anteriores, aunque existe gran diversidad de técnicas
para reducir el indice de morbilidad asociado a la cirugia del cancer de pancreas, no existe
ninguna técnica capaz de prevenir la aparicion de fugas siendo esta una de las complicaciones

mas frecuentes y graves.

A continuaciéon, se describen en detalle las dos complicaciones mas frecuentes; la fistula

pancreatica y la pancreatitis, que son objeto de estudio de la presente Tesis.

1.5.1 Fistula pancreatica

Entendemos como fistula una comunicacién anormal (congénita, patoldgica o quirurgica) que
va de una capa epitelial a otra, y como fuga; un fluido que se escapa mediante un orificio o
superficie abierta [38]. En nuestro caso concreto, una fistula pancreatica es una comunicacion
anormal entre el epitelio ductal pancreatico y otra superficie epitelial que contiene un derivado
pancreatico rico en enzimas. Sin embargo, la fistula pancreatica postoperatoria (POPF)
representa el fracaso de la anastomosis o incluso el fracaso del sellado de parénquima
pancreatico tras una pancreatectomia izquierda o central, la enucleacion, y/o trauma. En este
caso, se produce una fuga en los ductos pancreaticos hacia la cavidad abdominal y no

necesariamente a otra superficie con epitelio (por ejemplo, a través de un drenaje quirurgico).

De acuerdo a la literatura, el indice de fistula pancreatica varia entre el 0 y el 25% en funcién
de la definicibn empleada [36-38]. Recientemente, ante la falta de un criterio universal, un
Grupo Internacional de Estudio de la Fistula Pancreatica (ISGPF) ha establecido una definicion

estandar que parece haberse establecido como tal. Se considera POPF cuando el nivel de
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amilasa en el drenaje tienen una concentracion de amilasa tres veces superior al valor normal

en suero a partir del tercer dia de PO. Ademas, se ha establecido una clasificacion de los

niveles de fistula pancreatica que se resume en la tabla 4.

Tabla 4| Clasificacion de fistula pancreatica segun la ISGPF. Se considera signos de infeccion cuando la

temperatura es >38°C, hay leucocitosis, eritema localizado endurecimiento o descarga purulenta.

considera readmision hasta 30 dias después del alta hospitalaria. Tabla adaptada de Bassi ef al. [38]

Se

No POPF Grado A Grado B Grado C
< 3 veces > 3 veces > 3 veces > 3 veces
Nivel de amilasa en | superior al nivel | superior al nivel | superior al nivel | superior al nivel
drenaje de amilasa en de amilasa en de amilasa en de amilasa en
suero suero suero suero
Normalmente
Condiciones clinicas Buen estado Buen estado Mal estado
buen estado
Requieren de Pueden
No No Si
tratamiento requerirlo
Obtencion de imagen
No No A veces Si
(por US o TAC)
Drenaje persistente
No No A veces Si
(> 3 semanas)
Puede
Signos de infeccion No No manifestar Si
signos
Readmision No No A veces Si
Sepsis No No No Si
Re-intervencion No No No Si
Muerte relacionada con
No No No A veces
la fistula

Los factores de riesgo asociados a la aparicion de fistula pancreatica estan directamente

relacionados con el estado y las enfermedades del pancreas y/o de la regién periampular. El

principal factor a tener en cuenta es la consistencia del pancreas. En una serie de casi 2.000
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duodenopancreatectomias [107], se observd que un pancreas blando estaba asociado a una
tasa de fistulas del 22,6%; diez veces mayor al riesgo de fistula pancreatica frente a un
pancreas de consistencia intermedia o duro. Ademas, existen otras publicaciones [33, 34, 36]
que han descrito indices de fistula pancreatica mayores en presencia de pancreas blandos. Es
por ese motivo que se ha aceptado que los pancreas fibroticos en pacientes que han sufrido
pancreatitis cronicas facilitan la anastomosis enteropancreatica, mientras que un pancreas

blando la dificulta.

El tamano del conducto pancreatico se considera el segundo factor de riesgo para la
prediccion fistula. Esto se debe a que los conductos pancreaticos pequenos no dilatados; de
un diametro menor o igual a 3 mm; predisponen a los pacientes a la aparicion de una fistula
pancreatica por fallos en la anastomosis, en comparacion con el de los pacientes con
conductos dilatados [33, 34, 36]. Un estudio randomizado reciente [108] asocia indices de
fistula pancreatica (mayoritariamente de grado B) de hasta el 42% tras la PD en pacientes de
riesgo, los cuales estan caracterizados por tener un pancreas blando y conducto de Wirsung

fino (<3 mm).

Otras enfermedades relacionadas con factores de riesgo incluyen la reseccion de lesiones
patolégicas como el carcinoma ampular o duodenal, el colangiocarcinoma distal, la neoplasia
intraductal papilar mucinosa, la neoplasia mucinosa de pancreas, tumores benignos de los

islotes, los adenomas duodenales y el aumento de la produccién de jugo pancreatico [107].

1.5.2 Pancreatitis

La pancreatitis; o inflamacion el pancreas; se produce por la activacion de las enzimas

pancreaticas en el pancreas y no en el intestino delgado, como sucede en condiciones
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normales. Cuando se produce una reaccion inflamatoria subita, se habla de pancreatitis
aguda. En cambio, cuando la inflamacién es progresiva, se define como pancreatitis crénica.
La pancreatitis aguda (PA) es una de las enfermedades gastrointestinales que causa mas
ingresos hospitalarios en los Estados Unidos. La incidencia en la pancreatitis aguda parece
haber aumentado notablemente estos afnos y en la mayoria de series se encuentra entre 13-45
personas por cada 100.000 habitantes [109-111], aunque ésta incidencia muestra amplias
variaciones segun el pais o las areas consideradas [112]. En el caso de la pancreatitis cronica
(PC), laincidencia y prevalencia es menor que la PA, establecida entre 5-12 personas por cada
100.000 habitantes [111, 113] y 50/100.000 habitantes [34, 114]. La PC afecta
significativamente la calidad de vida de los pacientes al estar asociada a dolor abdominal, al
empeoramiento de otras enfermedades y/o a la aparicion de insuficiencia exocrina e endocrina
que acaba resolviéndose en la cicatrizacion del pancreas.

A continuacioén se describen en detalle las caracteristicas de la PA y la PC.

1.5.2.1  Pancreatitis aguda

La pancreatitis aguda se produce por la inflamacion del pancreas por activacion enzimatica
intrinseca. Se relaciona con una amplia gama de asociaciones etiolégicas, hallazgos
patolégicos y cursos clinicos. La media de edad de presentacion de la poblacién afectada es de
55 afos y en la mayoria de los casos se encuentra entre los 30 y 70 afos, no obstante puede

darse a cualquier edad; aunque es rara en la infancia [112].

La pancreatitis aguda ha sido asociada con diversos agentes etiolégicos, lo cual no implica
necesariamente la presencia de una relacion causa-efecto en cada caso particular. Las causas

asociadas principales se diferencian entre obstructivas y no obstructivas.
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- Obstructivas: Se distinguen 3 tipos en funcion de la localizacion.

(a) Localizacion biliar: La presencia de calculos biliares es la causa mas comun de PA [115],
con prevalencias del 7% en Estados Unidos [116].

(b) Localizacién intestinal: Se puede dar por ileo intestinal, obstruccidén mecanica, diverticulo
duodenal, gastroduodenostomia o yeyunostomia.

(c) Localizacién pancreatica: Por presencia de un adenocarcinoma pancreatico o litiasis

pancreatica.

- No obstructivas: Se conoce que el alcohol, el tabaco y la obesidad son factores de riesgo
para el desarrollo de PA [115]. En concreto, el aumento de incidencia en obesidad es un
factor de riesgo que contribuye a la formacién de calculos biliares [117]; y por tanto a la
incidencia de PA. También se ha descrito que las personas celiacas [118], con inflamacién

intestinal, lupus erimatoso u otras enfermedades tienen mayor riesgo de sufrir pancreatitis.

A pesar de que se conoce que la presencia de calculos biliares es la mayor causa de PA, no se
ha establecido la causa directa de pancreatitis. Con ese objetivo, ya des de 1901, Opie et al.
[119] plantearon multiples estudios experimentales para conocer como el paso de calculos
biliares al colédoco producia inflamacion pancreatica. Actualmente, se contemplan 3 teorias.
Una de ellas, sugiere que la obstruccion del conducto pancreatico por la presencia de un
calculo biliar puede comportar el bloqueo de la secrecidon pancreatica. Esto puede inducir la
pancreatitis (ver figura 10-A); con indiferencia de si la via biliar esta también ocluida; aunque en
éste caso se aumentaria la gravedad (ver figura 10-C). La segunda hipétesis, tal y como
muestra la figura 10-B, plantea que la obstruccion de la papila por un calculo biliar puede crear
una comunicacién entre el colédoco y el conducto de Wirsung, permitiendo asi el flujo
retrogrado de bilis al conducto pancreatico e inducir asi la pancreatitis [120, 121]. Sin embargo,

posteriormente, se observd que la anotomia bilio-pancreatica del conducto en la papila no
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permite el reflujo hacia el conducto pancreatico detras de un calculo biliar impactado [122-125].
Ademas, otros estudios posteriores han demostrado que en algunos modelos animales la
obstruccién transitoria del flujo de pancreas es suficiente para inducir la pancreatitis aguda
[125]. La tercera posible causa de PA y la mas aceptada es que un calculo biliar, un edema o
una reaccion inflamatoria, puede causar una obstruccion del ducto pancreatico. En ese caso, la
continua secrecion de jugo pancreatico se iria acumulando en el interior hasta comportar
hipertension del ducto y la ruptura de ductos intrapancreaticos y extravasacion en el pancreas

de jugos pancreaticos ricos en enzimas [121].

Figura 10| Diferentes mecanismos por los cuales un cdlculo biliar puede inducir pancreatitis. (A) El
calculo biliar obstruye el conducto pancreatico y se produce un reflujo de jugo pancreatico, (B) también
podria bloquear la papila y permitir el flujo retrogrado de bilis en el conducto pancreatico aunque no es
posible anatémicamente (c) o bloquear el colédoco y el conducto pancreatico, por lo que se agrava la

situacion. Modificada de Lerch, ef al. [120]

Para el diagndstico de la PA se deben cumplir tres factores: (1) dolor abdominal (dolor
persistente agudo, dolor epigastrico que puede irradiar hacia la espalda), (2) niveles de lipasa o
amilasa superiores a 3 veces el valor basal e (3) identificaciéon en imagen mediante tomografia
axial computerizada (TAC). Este dltimo factor puede no ser necesario si hay presencia de

dolor y actividad enzimatica alta.

Pag. 31



Introduccion

De acuerdo al sistema de clasificacion clinicopatolégico establecido en Atlanta en 1992 [126],
se consideran dos tipos de PA: la pancreatitis intersticial edematosa; que afecta al 85% de los
pacientes, y la pancreatitis necrosante (ver figura 11-B), que incluye al 15% restante [127-134].
Ademas, se diferencias tres categorias en funcion de la severidad de la PA, el diagndstico por
la imagen con TAC y la presencia o ausencia de colecciones peripancreaticas. A continuacion

se describen brevemente éstas dos variantes de PA:

15211 Pancreatitis intersticial edematosa

La pancreatitis intersticial edematosa abarca entre el 80-90% de las presentaciones y esta
asociada a bajas tasas de mortalidad, inferiores al 2%. Se caracteriza porque los pacientes
sufren una inflamacion del pancreas debido a un edema inflamatorio y a menudo la grasa
peri-pancreatica suele mostrar algunos cambios inflamatorios (ver figura 11-C). En algunos
casos, también puede identificarse alguna coleccion peripancreatica, pero normalmente los
sintomas clinicos de éste tipo de pancreatitis, considerada la mas leve, se resuelven dentro

de la primera semana [135].

15.21.2 Pancreatitis necroética

Entre un 5-10% de los pacientes presenta pancreatitis necrosante que se manifiesta por la
necrosis del parénquima pancreatico y/o del tejido peripancreatico, aunque raramente se
produce la necrosis del tejido peripancreatico por si sola (ver figura 11-D). Esta forma de
pancreatitis corresponde clinicamente a la sintomatologia mas grave o severa, ya que la
necrosis puede extenderse a toda la glandula y a estructuras adyacentes, y clinicamente
puede dar lugar a complicaciones sistémicas [126, 136]. Ademas, la pancreatitis necrosante

también estd asociada a indices de morbi-mortalidad mas elevados y a complicaciones
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locales; como acumulacion aguda de liquido peripancreatico, pseudoquiste pancreatico,

coleccion de tejido necrotico o bolas de necrosis.

En los casos mas severos la diseminacion de enzimas pancreaticas y sustancias
vasoactivas hacia el peritoneo genera una peritonitis y si se produce el paso a la circulacion
general se puede producir un fallo organico multiple. En los mejores casos, la necrosis
pancreatica y peripancreatica puede permanecer estéril, o infectarse y el tratamiento es
diferente para cada situacion.

La infeccion de la necrosis pancreatica es la complicacion local mas grave en el curso de la
PA, se puede instaurar a partir de la segunda semana de evolucion, y es la causa del 40%
de la mortalidad [130, 131, 137-145]. A pesar de que se han realizado multiples estudios
para evaluar el efecto beneficioso de la profilaxis antibiética [139, 140, 146-150], la
recomendacion no puede establecerse de manera categédrica, y los estudios tampoco
sugieren una correlacion entre la extension de necrosis, el riesgo de infeccion y duracién de

la sintomatologia [131, 151-153].

1.5.2.2 Complicaciones asociadas a la pancreatitis aguda

Segun la clasificacion de Atlanta [126], se debe diferenciar entre pancreatitis intersticial
edematosa sin complicaciones y la pancreatitis aguda con complicaciones locales. El tipo de
complicaciones asociadas puede ser: coleccion de fluido peripancredtico agudo, que se
caracteriza por una coleccion de fluido sin evidencia de pared inflamatoria llamada
pseudoquiste pancreadtico. Otra de las posibles complicaciones es una coleccion de necrosis
aguda resultante de la complicacion de la pancreatitis intersticial edematosa y de la pancreatitis

necrosante, y /a bola de necrosis que consiste en una bola de tejido necroético encapsulada. A
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continuacion se describen en detalle las 2 complicaciones locales mas interesantes para el

analisis del estudio: el pseudoquiste y el absceso pancreatico.

1.5.2.2.1 Pseudoquiste pancreatico

En cuanto a las complicaciones locales, entre un 30-50% de los pacientes suelen desarrollar
colecciones liquidas de forma precoz, en las primeras 48 h del inicio de la enfermedad.
Estas son ricas en jugo y enzimas pancreaticas y se localizan en el area peripancreatica
como resultado de una reaccion exudativa a la inflamacion del pancreas. En general, se
extienden por el retroperitoneo y se caracterizan por carecer de pared propia [112]. Su curso
clinico suele ser hacia la resolucion espontanea en el 50% de los casos, pero en el 15%
persiste y llegan a encapsularse formando pseudoquistes. La presencia de una pared de
granulacion y fibrosis bien definida es lo que diferencia basicamente un pseudoquiste de una
coleccion de fluido peripancreatico agudo [154-156]. En ocasiones, el crecimiento de estas
colecciones es rapido durante las primeras semanas de evolucién y pueden producir
sintomas, como dolor persistente tras cada intento de reiniciar la ingesta oral, o signos de

infeccion (fiebre y leucocitosis).

1.5.2.2.2 Absceso pancreatico

El absceso pancreatico es la consecuencia de una necrosis pancreatica limitada con
licuefaccion e infeccién secundaria. Por tanto, su contenido fundamental es pus, pero
también tiene cantidades variables de restos necréticos semisdlidos. En general, se
desarrolla tardiamente en el curso de la PA, a partir de la quinta semana y su mortalidad es
muy baja si se trata adecuadamente. El absceso pancreatico debe tratarse en cuanto se

detecte, ya que hay riesgo de sepsis si se prolonga el momento de su drenaje [112].
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1.5.2.3 Pancreatitis cronica

La pancreatitis crénica (PC) se define como una inflamacién continua que comporta cambios
morfologicos irreversibles asociados a una destruccion progresiva del tejido exocrino.
Histologicamente, los cambios comportan un cambio en la estructura lobulillar, por infiltracion
de tejido fibroso e inflamatorio, pérdida acinar, deformacion de los ductos e incluso cambios en
la composicion de los islotes, lo que resulta en la pérdida de funcién exocrina y en algunos

casos en la endocrina [68, 157-163] (ver figura 11-A 'y 11-B).

ST £
p— i

Figura 11 |Aspecto macroscoépico e histolégico de pancreatitis. (A) Menor (100x) y (B) mayor aumento
(600x) de la organizacion lobulillar de los ductos en la pancreatitis crénica (circulos, HE); (C) pancreatitis
aguda, con infiltracion de neutréfilos y necrosis adiposa (HE, 100x) y (D) pancreatitis aguda necrosante de

origen biliar Adaptacion de webpathology.com y Bellizzi ef a/. [164].

Tal y como se detalla en el punto 1.5.2, la incidencia anual y prevalencia de la PC, es menor
que en la PA, sin embargo la PC afecta significativamente la calidad de vida de los pacientes al

estar asociada a dolor abdominal.
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El diagnéstico de la PC puede basarse en criterios histolégicos o morfolégicos, o la
combinacion de ambos [163, 165, 166]. La disfuncion no puede ser un criterio unico de
diagnéstico ya que los tests no pueden diferenciar entre PC vy la insuficiencia exocrina sin
pancreatitis asociada. El diagnostico, sin embargo, estd claro cuando se observan
calcificaciones en el parénquima pancreatico y dilataciéon ductal, presentes en estados
avanzados de la enfermedad. No obstante éste diagndstico, es menos evidente en estadios
mas tempranos [167].

Los avances genéticos y tecnoldgicos han mejorado la identificacion de los factores de riesgo
que pueden comportan el desarrollo de PC. Actualmente, de acuerdo a la clasificacion TIGAR-
O [166] los mayores riesgos estan asociados a causas toxico-metabdlicas; como el consumo
de alcohol, tabaco, hipercalcemia, insuficiencia renal cronica, etc. También se identifican
causas idiopaticas y genéticas; ya que existe predisposicidon genética a sufrir pancreatitis
hereditaria [168] por la alteracion de genes cuyos productos participan en la cascada
enzimatica de la tripsina (como PRSS1, SPINK1y CTRC) [169, 170]. Ademas, existen otros
factores como enfermedades autoinmunes; ej. la hypergammaglobulemia [171]; recurrentes
brotes de pancreatitis aguda severa [168, 172, 173] o causas obstructivas que se consideran
de riesgo para el desarrollo de PC.

Para nuestro estudio, es interesante valorar en detalle la pancreatitis cronica obstructiva la cual
algunos estudios la asocian a una patologia diferente de pancreatitis [172]. Cualquier
obstruccion parcial o completa; puede producir la compresion o inflamaciéon del tejido
pancreatico, lo que provoca un aumento de presién en los ductos eferentes y por tanto la
dilatacién proximal al punto de obstruccion, la aparicion de atrofia acinar y al reemplazo de
parénquima exocrino por tejido fibrético [160]. Existen algunos estudios que han asociado la

PC obstructiva a traumas, tumores, disfunciones del esfinter de Oddi o la escisidon pancreatica;
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sin embargo algunos estudios también sugieren que los cambios histolégicos y funcionales
pueden ser reversibles si se identifican en fase temprana [162, 174].

La insuficiencia exocrina del pancreas (IEP) es una de las causas mas importantes de
problemas digestivos y la mayor complicacion de la PC. La digestion normal requiere la
estimulacién adecuada de la secrecion pancreatica, la produccion suficiente de enzimas
digestivas, asi como un sistema de conductos sin obstruccion ni reduccion de flujo y la
adecuada mezcla de jugo pancreatico con los alimentos ingeridos. El fallo en cualquiera de
estos pasos puede resultar en |IEP, y ocasionar esteatorrea, pérdida de peso y algunas
complicaciones relacionadas con la desnutricion; tales como la osteoporosis [175]. Di Magno ef
al. [176] demostraron que la esteatorrea no ocurre hasta que la lipasa se reduce entre el 5-10%
respecto el flujo normal, pero en las situaciones en que la funcién exocrina se reduce, la
habilidad en la digestion de grasas es el factor determinante que causara las complicaciones
clinicas y sintomatologia mas relevante. Esto sucede, porque la lipasa, en la enzima mas
lipolitica de entre las enzimas digestivas y la menos estable en el lumen gastrointestinal [177].
El diagnostico de IEP tiene como tratamiento un cambio de habitos en el consumo de alcohol y
dieta, asi como la administracion oral de enzimas pancreaticas durante las comidas, para
compensar la falta de enzimas enddgenas [175].

Otras de las complicaciones asociadas a pacientes con PC es la aparicion de pseudoquistes u
obstrucciones biliares. En estos casos, cuando se identifican pseudoquistes sin complicaciones
asociadas, la endoscopia es la primera opcion terapéutica; pero en los casos en que también
existe una obstruccion biliar, entonces la cirugia se establece como una de las mejores
opciones [178]. Sdlo en los casos en que los pacientes sufren de un dolor abdominal severo y
existe una posible complicacion local, se considera la cirugia como un tratamiento paliativo que

tiene como objetivo secundario la preservacion de la funcidbn exocrina e endocrina.
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Capitulo 2| Nuevas tecnologias en el tratamiento quirurgico

del cancer de pancreas
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2 | Nuevas tecnologias en el tratamiento quirdrgico del cancer de

pancreas

Aunque la laparoscopia se ha convertido en una practica aceptada con resultados muy
positivos en un amplio campo quirurgico, el papel de esta técnica en la cirugia pancreatica no
ha sido ampliamente aceptada y esta en actual debate. Las indicaciones y los resultados
asociados a la complejidad de estas maniobras estan en controversia, por consiguiente sélo
algunos centros a nivel mundial han implantado esta nueva técnica en

duodenopancreatectomias [179-181].

La primera duodenopancreatectomia laparoscopica (LPD) fue descrita por Gagner ef al. en
1994 [182]. Desde entonces, se han publicado aproximadamente 300 procedimientos
considerando también laparoscopia mano-asistida y asistida por robot [183-192]. Este bajo
numero de procedimientos es sin duda, un reflejo de la opinibn de los cirujanos, por la

limitacion inherente de la instrumentacién actual.

Es por ello que, actualmente se estan utilizando de manera combinada nuevos dispositivos
médicos alternativos al bisturi y la sutura, la mayoria de los cuales estan basados en

diferentes fuentes de energia para una aplicacion laparoscopica o abierta.

La finalidad de estos dispositivos es mejorar el sellado del conducto pancreatico y minimizar la
hemorragia durante la transeccion del parénquima pancreatico. Aunque cada una de estas
alternativas tiene ventajas y desventajas lo recomendable es tener acceso a todas ellas y

utilizar el mas apropiado en funcién de la pancreatectomia y el paciente.

La siguiente seccion resume algunos de los dispositivos médicos utilizados en la transeccion

del parénquima pancreatico, empleando todos ellos fuentes de energia muy diversas.
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2.1 Dispositivos empleados en la cirugia pancreatica

2.1.1 Electrobisturi de plasma

El electrobisturi de plasma es un dispositivo comun en el quiréfano ya que permite una rapida
hemostasia al alcanzar temperaturas de hasta 210°C. A diferencia del electrobisturi
convencional, éste no esta en contacto directo con el tejido, sino que la energia eléctrica del
bisturi se transmite a través de un haz de argon ionizado insuflado por el equipo y crea una

chispa que se debe a la diferencia de voltaje entre el tejido y el electrodo activo.

2.1.2 Harmonic scalpel

Harmonic scalpel (Ethicon Endo-Surgery, Cincinna, UH, USA) funciona como una tijera
ultrasénica la cual emite mediante dos hojas longitudinales vibraciones de hasta 55,5 kHz;
siendo capaz de diseccionar parénquima pancreatico generando temperaturas de hasta 100°C
(ver figura 12). Este efecto térmico produce la coagulacién del tejido evitando su sangrado.
Ademas, su disefio incorpora un mecanismo de sierra en el sentido de las hojas que permite
cortar el tejido cuando ha alcanzado su limite elastico [193]. Aunque este dispositivo esta
siendo muy utilizado en pancreatectomias laparoscopicas para seccionar el parénquima
pancreatico, no es capaz de sellar completamente el conducto pancreatico lo que comporta en
muchos casos su combinacion con el CUSA (ver apartado 2.1.3) o la posterior sutura del
conducto [180, 182, 194]. Ademas, se ha empleado en algunos estudios para la diseccion de la

cabeza del pancreas reduciendo la hemorragia [195].
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Figura 12|Representacic’)n general de Harmonic Scalpel® (Ethicon). Se observa en detalle la pinza

activa.

2.1.3 Cavitational Ultrasonic Surgical Aspirator (CUSA)

Este es otro dispositivo basado en ultrasonidos CUSA (Covidien, Valleylab, Tyco Healthcare,
Boulder, CO, USA). Presenta el mismo funcionamiento que el bisturi harménico y permite la
cavitacion del tejido e incorporar un sistema de aspiracion. La figura 13 muestra la torre de este
dispositivo con el fungible. Comunmente se utiliza de manera puntual en operaciones abiertas

para mayor control del cirujano en la diseccion de vasos u otras estructuras [196, 197].

Figura 13| Fotografia de la torre de aspiracién y generador de CUSA vy del dispositivo fungible de CUSA
(Covidien).

Actualmente la casa Soéring (Séring GmbH, Quickborn, Germany) esta

comercializando una variante de éste dispositivo que incorpora coagulacién, aunque
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intermitente a la cavitacion. Por el momento no existen casos publicados en que se

haya utilizado este dispositivo.

2.1.4 Ligasure

Ligasure (Valley Lab, Tyco Healthcare, Boulder, CO, USA) fue disefiado principalmente para el
sellado de vasos sanguineos, sin embargo se ha utilizado en algunas cirugias de pancreas,
como en pancreatectomias distales [198]. Este dispositivo funciona por la combinacion de
presion mecanica ejercida por los electrodos, y la emisién bipolar de corrientes de
radiofrecuencia que producen la desnaturalizacion y contraccion del colageno y la elastina
presentes en los vasos sanguineos, facilitando asi su sellado. Aunque se ha empleado en
alguna duodenopancreatectomia [199-202]; normalmente se emplea durante la diseccion y en
pancreatectomias distales, proporcionando una mejora en la técnica. Actualmente, se esta

realizando un ensayo clinico para valorar la eficacia del dispositivo en PD [203].

La figura 14 muestra el generador del Ligasure con todos sus modelos para cirugia abierta y

laparoscopica.

Figura 14| Generador de RF especifico para conectar el Ligasure (A) y los diferentes modelos de

dispositivo (B).
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2.1.5 Endograpadoras (EndoGia)

Las EndoGias (Covidien, Valley Lab, Tyco Healthcare, Boulder, Co, USA) funcionan como
grapadoras quirurgicas que pueden ser utilizadas tanto en cirugia abierta (laparotomia) como
en laparoscopia. Aunque son muy utilizadas en pancreatectomias distales, incluso con refuerzo
de sutura, su uso esta asociado a un indice significativo de fistula pancreatica por fuga de

hasta un 32% [204].

En el 2011 se publicé un estudio multicéntrico randomizado [205] en el que se analizaron 352
pacientes con tumores localizados en el cuerpo o cola fueron sometidos a una pancreatectomia
distal en la que se realizé la seccion pancreatica con sutura mecanica (n=177) o mediante
sutura manual (n=175). No se observaron diferencias en el indice de fistula pancreatica (32% y
28% para los pacientes tratados con sutura mecanica o sutura manual, respectivamente) ni en
la mortalidad, aunque si se produjo un caso de muerte en el grupo sutura manual. El estudio
sugeria que el uso de la endograpadora en la transeccidbn pancreatica tras una
pancreatectomia distal no reduce el indice de fistula pancreatica en comparacion con la sutura
manual. Posiblemente porque en las técnicas basadas en la compresion externa del
parénquima pancreatico, los conductos no pueden soportar la presion intraductal de pancreas

dando lugar a un elevado porcentaje de fistulas pancreatica.

Recientemente, se ha publicado una serie de 12 casos [184] en los que ha realizado la seccién
y el cierre temporal del remanente pancreatico en duodenopancreatectomias laparoscépicas
con grapadora para evitar el sangrado y la fuga de jugos pancreaticos durante la manipulacién

previo a la anastomosis. Sin embargo, este no se considera un procedimiento estandarizado.
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Figura 15| EndoGia Universal con diferentes cargas.

2.1.6 Tissuelink EndoSH 2.0

Tissuelink Endo SH 2.0 (Medtronic Advanced Energy, LLC, Inc. Portsmouth, USA) es un
dispositivo monopolar que combina la radiofrecuencia (RF) y solucién salina para proporcionar

un sellado hemostatico del tejido blando, para aplicaciones en higado, pancreas y rifidn.

Concretamente, el EndoSH2.0 es un dispositivo que utiliza la RF combinada con suero salino
para la transeccién de tejido. Este incorpora un sistema para la conduccion continua de suero
salino en la punta del electrodo que facilita la transferencia de la energia entre el dispositivo y
el tejido manteniendo un contacto continuo y una mejor disipacion térmica (ver figura 16). El
dispositivo permite la transeccién del tejido y el sellado de los vasos con mayor control

hemostatico, por lo que es un dispositivo muy utilizado en la cirugia hepatica.

Recientemente Rostas ef a/. [206] publicaron un estudio retrospectivo en el que se sugeria que
el uso del EndoSH 2.0 era seguro para la division y el sellado del pancreas en una
pancreatectomia distal, con un indice de complicaciones del 6,1% y una tasa de POPF del 3%.
Otros estudios in vivo en modelo porcino para pancretectomias distales parecen tener buenos
resultados tras disminuir el indice de fistula pancreatica. Sin embargo, estos mismos estudios
recalcan que la dispersién de salino caliente puede dafiar estructuras adyacentes suponiendo

un riesgo para el paciente [207].
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Figura 16| Dispositivo Tissuelink EndoSH 2.0 de Medtronic.
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2.2 Uso de las corrientes de RF para el control hemostatico y el sellado del
tejido

La radiofrecuencia en aplicaciones quirurgicas esta bien definida y ocupa la porcion del

espectro electromagnético comprendido entre 300 kHz y 3 MHz (ver figura 17).
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Figura 17 | Espectro electromagnético. El circulo indica las bandas del espectro consideradas RF.

La aplicacion de la RF en la reseccion de parénquimas tiene como origen la ablacién por
radiofrecuencia. Fue Weber ef al. [208] en 2002 quien empled de manera pionera electrodos
disefiados para la ablacion por radiofrecuencia con el objetivo de conseguir un area de
coagulacion para la posterior seccion del higado de manera exanglie. Tras este autor, multiples
estudios han desarrollado dispositivos que tienen como principio fisico la ablacién por RF para
la transeccidn posterior en tejidos tan diversos como rifidn, higado y pancreas. Algunos de ellos

se han comentado en la seccién 2.1.

En la ablacion monopolar por radiofrecuencia, el paciente forma parte de un circuito eléctrico

cerrado compuesto por el generador, el electrodo y electrodos dispersivos (placas dispersivas)
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situados en la piel del paciente. En el tejido contiguo al electrodo activo (de pequena area <1
cm?2) se concentra la mayor densidad de corriente y por consiguiente se produce la lesién. En
cambio en el tejido contiguo a los electrodos dispersivos (de gran superficie; >500 mm?) la

densidad de corriente es muy baja y el efecto térmico es nulo.

Cuando los electrodos estan en contacto con la piel, el generador crea una diferencia de

potencial alterna entre ambos electrodos.

2.2.1 Interaccion de la RF con el tejido

En la ablacion por RF (RFA) se utilizan frecuencias superiores a 100kHz (de 500 kHz). En este
caso, la propagacion de la RF en medios biolégicos varia en funcién de la conductividad de los
tejidos que depende mayormente de su contenido en iones y agua. Ademas, cuando se
emplean estas altas frecuencias, el campo eléctrico que se establece por los electrodos cambia
cada 2 ps (1/500kHz) lo que implica el desplazamiento rapido de los iones presentes en el
tejido. Este desplazamiento conocido como “agitacién térmica” comporta la produccion de
calor, sin embargo no produce la estimulacion eléctrica ya que no permite que el potencial de

membrana de las células alcance el potencial umbral [209].

El efecto producido por agitacién térmica queda limitado al tejido contiguo de los electrodos
hasta una profundidad de unos 2 mm, en cambio el calor producido por el electrodo se disipa
por el tejido por conduccion hasta alanzar el equilibrio térmico. Si el tejido es muy conductor
entonces la impedancia serda menor y se calentara menos el tejido; sin embargo la disipacion
eléctrica sera mayor y aumentara el tamafio de la zona coagulada y el riesgo de dafar

estructuras adyacentes.
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Matematicamente este comportamiento se puede modelar con la “Bioheat equation” [210, 211]

(1) la cual modela el fendmeno térmico que se produce en el tejido al aplicar RF:

prc- =V (kVT)+q-Q, (1)

Siendo, p, ¢, k la densidad, el calor especifico y la conductividad térmica del tejido,
respectivamente. El término g equivale a la fuente de calor en funcién del generador de RF y

viene dado por la siguiente expresion:

Q=JE (2)

Donde J es la densidad de corriente (A/m2) y E la intensidad de campo eléctrico (V/m).
Finalmente, el término @, (3) corresponde a la pérdida de calor por perfusion sanguinea que se
resuelve en funcién del coeficiente de transferencia térmica (Hp), la temperatura de la sangre

(7s).

Qp = Hp - (T — Tyy) (3)

2.2.2 Efecto térmico de la RF

El dano térmico causado por la RF depende no solamente de la temperatura alcanzada en los

tejidos sino también del tiempo de exposicion.

La siguiente tabla recoge los cambios macroscopicos y microscopicos mas significativos:
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Tabla 5| Cambios macroscopicos y microscopico tras el aumento de temperatura.

Temperatura Cambios macroscépicos Cambios microscoépicos
< 550G Cambios minimos Inicio del dafio celular
Coagulacién, desnaturalizacion del
60-65°C Color blanquecino
colageno y necrosis tisular
Cambios extensos de color y aspecto | Desecacion y desnaturalizacion de las
65° a 90° C.
brillante proteinas
90-100°C Formacion de vapor, encogimiento Vaporizacion y desecacion
>100°C Coloracion oscura Carbonizacion del tejido

Los mecanismos homeostéaticos celulares pueden soportar temperaturas de hasta 42°C,

aungue tras exposiciones a 42°C durante varias horas se puede producir la muerte celular en
algunos tejidos. Normalmente, conforme aumenta la temperatura, menor tiempo de exposicion
se necesita para producir la muerte celular y necrosis coagulativa; por tanto se puede ajustar el
comportamiento a una curva exponencial en funcion de la temperatura y el tiempo de

exposicion [212]. Por ejemplo, con una temperatura de 46°C se necesitan 8 minutos de

exposicion para alcanzar muerte celular y con una temperatura de 51°C solo se necesitan 2

minutos [213].

Entre los 42 y 45°C las células son mas susceptibles a los dafios provocados por mecanismos
externos (por ejemplo radiaciones o quimioterapia), mientras a partir de los 45°C se empiezan a
producir dahos estructurales irreversibles [214]. Estos danos se deben a la desnaturalizaciéon
de proteinas de la membrana celular, del citoplasma, de los enzimas mitocondriales y de los

acidos nucleicos [215, 216].
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Durante la aplicacion de la RF los tejidos se suelen calentar de forma paulatina, pero por
encima de los 60°C la muerte celular es casi instantanea y en las zonas que estan intimamente
en contacto con el extremo activo del electrodo se puede alcanzar hasta los 100°C produciendo

necrosis coagulativa y vaporizacién de los tejidos [217].

Inicialmente, las proteinas citoplasmaticas se desnaturalizan y el componente lipidico de la
membrana celular se mezcla y se destruye, asi como los acidos nucleicos [215, 216]. Las altas
temperaturas producen la destruccién completa del tejido incluyendo la microvascularizacion y
vasos de hasta 3 mm de diametro. Ademas, se ha visto que a temperatura establecidas entre
42-44°C las células no necrosadas activaran procesos apoptéticos para provocar su propia

muerte [218-221].

Con un aumento de la temperatura por encima de 100°C, alrededor del extremo activo del
electrodo se produce la desecacion de los tejidos, y se forma una escara carbonizada
intimamente unida a la superficie del electrodo (fendmeno que se puede observar al utilizar el
bisturi eléctrico convencional). El tejido desecado y la escara de carbonizacion actian como un
aislante provocando un aumento mas o menos brusco de la impedancia eléctrica. Esto puede
producir la interrupcion del circuito ya que el generador no puede administrar mas energia lo
que comporta la no progresion de la ablacion [215]. Para solucionar este inconveniente y si se
quiere un volumen de coagulacion mayor, es interesante controlar la deposicién de energia
(disminuyendo la intensidad de corriente) para adquirir maxima densidad sin

sobrecalentamiento.

Tal y como hemos comentado anteriormente, la RF es capaz de coagular todos los tejidos en
funcion de su conductividad, incluidos los vasos sanguineos de diametros pequenos. Sin

embargo, en su proximidad, la irrigacion sanguinea en vasos grandes produce un efecto de
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refrigeracion que evita la trombosis de éste y dificulta la destrucciéon del tejido préoximo al vaso

[222].
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2.3 Electrodo internamente refrigerado (Coolinside)

Nuestro grupo de investigacion ha disefiado y estudiado un dispositivo monopolar asistido por
RF que permite la simultanea reseccién y coagulaciéon del parénquima hepatico y renal

(Coolinside®, Apeiron Medical, Valencia, Espafa).

2.3.1. Estudio y desarrollo del dispositivo

El estudio y desarrollo de este dispositivo ha pasado por diferentes fases hasta la actualidad.

- Fase de desarrollo y testado computacional: Una de las fases iniciales del desarrollo del

dispositivo fue el estudio teérico mediante un Modelo de Elementos Finitos (MEF) en el que se
evaluaba el funcionamiento de diferentes prototipos de electrodos sobre tejido bioldgico.
Mediante el MEF se aplicé la aproximacion de la Bioheat Equation a un modelo computacional
que simulaba la aplicacion de energia en un tejido. EI modelo calculaba la cantidad de energia
aplicada al tejido y la elevacion de temperatura consecuente en cada punto del mismo,
teniendo presente las caracteristicas fisicas del tejido biolégico (en éste caso concreto,
higado), el algoritmo de deposicion energética y la forma y dimensiones del electrodo
empleado [223]. En el estudio de aplicacidn del dispositivo, las simulaciones se interrumpieron
si la temperatura maxima alrededor del electrodo sobrepasaba los 100°C y se analizaron la
distribucion de los voltajes y temperaturas en el tejido usando la isoterma de 55°C como limite
térmico de la lesién, asumiendo ésta como temperatura minima necesaria para alcanzar
necrosis coagulativa (ver figura 18). Los resultados del modelo permitieron estimar la geometria
de la coagulacion tisular creada, asi como realizar aproximaciones tedricas a los problemas de
distribucion de la corriente y de la temperatura a lo largo de la lesion producida. De esta

manera se pudieron desechar los modelos de electrodos y los algoritmos de administracion de
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la energia que no obtenian los resultados deseados antes de empezar la fase de

experimentaciéon animal.

(A) (B)

SN X R Insulated part
3 ©=50 V h=20 Wim'K o 43
Vs 1=0A

¥\ __Electrode " Metallic part —

I=0A

Tissue
\_J\Blade <

=36°C
1=0A

T
(o]

7z 7
®=0V T=36°C 0 10 20 30 40 506 20 40 60 80 100

Voltage (V) Temperature (°C)

Figura 18 |Mode|o tedrico de elementos finitos (MEF) y resultados. (1) Representacion grafica del plano
de simetria considerado en el MEF. Condiciones limite térmicas (azul) y eléctricas (rojo). (2) Proyecciones
tridimensionales del modelo computacional del dispositivo (“A-B”) y dos ejemplos de la simulacion en MEF
(“C-D"). (3) Resultados del modelo térmico del dispositivo. Distribucion de voltaje eléctrico (“A”) y
temperatura (B) en el tejido a los 4 segundos de aplicacion de 50 V. Distribucion de voltaje eléctrico (“C”) y
temperatura (“D”) en el tejido a los 10 segundos en caso de disponer de una cuchilla aislada. La linea
discontinua representa la isoterma de 55°C que sirve como estimador del limite de lesidén térmica.

llustracion modificada de Burdio et a/. [223].

- Fases de experimentacion ex vivo e in vivo: A nivel experimental el dispositivo fue

probado en una primera serie experimental de hepatectomias ex vivo e in vivo en modelo
porcino en la que se comparaba el dispositivo internamente refrigerado con otro dispositivo
asistido por RF (Tissuelink®) [224]. En el estudio ex vivo se evalué la factibilidad de la
aplicacion en la transeccion parenquimatosa hepatica en un modelo animal y en la aplicacién in
vivo se evalud el comportamiento sobre la pérdida hematica intraoperatoria y el tiempo de
transeccion. En ambos estudios los resultados fueron significativos evidenciando una
disminucion de las pérdidas hematicas intraoperatorias y del tiempo de transeccién hepatica en
los animales tratados con el dispositivo internamente refrigerado. Resultados que se
corroboraron en un segundo estudio con aplicacion laparoscépica [225].

Estas diferencias se explicaron por una mayor profundidad de coagulacion tisular en la
superficie de transeccidon hepatica de hasta el doble (6 mm) en comparacion con los del

dispositivo asistido por RF control (3 mm). Esta importante diferencia se podria explicar en
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parte por el efecto de la distribucién de forma no uniforme del suero salino sobre la superficie
hepatica por el dispositivo Tissuelink®. Sin embargo, el sistema de refrigeracion interna en
circuito cerrado propio de éste dispositivo permite una refrigeracion uniforme en todo momento
de la parte activa del dispositivo. Dicho efecto, unido al empleo de un generador propio de
ablacién hepatica (con tensiones eléctricas 4 veces inferiores a las generadas por el sistema
Tissuelink®), reduce el fenomeno de arco eléctrico, la formacion de humo y por tanto la
cantidad de tejido carbonizado y escarificado. Este funcionamiento eléctrico mas eficiente y las
potencias de aplicacidon superiores explican la mayor profundidad de penetracion de la lesién
de ablacion [224]. Ademas, los resultados obtenidos tras la aplicacién laparoscopica
confirmaron la factibilidad de aplicacion de la version laparoscopica del dispositivo y los
resultados positivos en términos de reduccién de las pérdidas hematicas y tiempos de

transeccién, asi como capacidad de sellado de canaliculos biliares [225].

- Fase de validacién clinica: Tras el estudio experimental en Fase | [226], el dispositivo

entré en Fase Il del Ensayo clinico en el Hospital del Mar previa aprobacion por parte de la
Agencia Espafola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS) (cédigo 312/08 EC) y del
comité local de ensayos clinicos. De acuerdo al protocolo previsto, se practicaron un total de 28
hepatectomias en proporcién 2:1 repartidos aleatoriamente segun secuencia de randomizacion
previamente disefiada en dos grupos: Grupo A (transeccidén hepatica asistida por Coolinside) y
grupo B (transeccion convencional sin sistema de transeccién asistido por radiofrecuencia). Los
criterios de inclusion fueron pacientes afectos de metastasis hepaticas resecables de cualquier
edad y cualquier tipo de riesgo quirurgico medido por la clasificacion de la American Society
Asociation (ASA). Se extirparon un total de 59 ndédulos hepaticos de los que 48 fueron
histolégicamente confirmativos de metastasis hepaticas. La via laparoscopica fue empleada en

13 pacientes (46%) y se combiné la reseccidon hepatica con otros procedimientos quirurgicos
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(incluyendo reseccion combinada del tumor primario y cierre de estoma derivativo) en dos
pacientes. La morbilidad global fue del 32% sin diferencias significativas entre grupos. Tal y
como se habia visto en Fase | [226], se observaron diferencias significativas en el volumen de
hemorragia a favor del grupo A frente al B (226 mL frente a 508 mL, para grupos A y B,
respectivamente, p=0,057) y en la hemorragia ajustada a la superficie de transeccion a favor
del grupo A frente al B (2,8 mL/cm2frente a 7,1 mL/cm?2, p=0,01). Ademas, no se observaron
diferencias significativas ni en el indice de transfusion ni en la velocidad de transeccion entre

grupos.

Nuevas aproximaciones: Recientemente, el dispositivo también ha sido probado en

nefrectomias parciales laparoscépicas en modelo porcino (transeccion renal) en comparaciéon
con el método estandar (seccion del parénquima renal con bisturi eléctrico, bajo clampaje del
pediculo renal y sutura laparoscoépica de la superficie de transeccidn) [227]. La ventaja principal
que aport6 el sistema Coolinside en esta aplicacién fue una reduccion significativa del volumen
de hemorragia (15,5 + 23,7 mL vs 79,4 £ 76,3 mL) y del tiempo quirurgico (35,3 £ 13,7 min vs.
60,2 + 10,5 min, debido esencialmente a que evita las maniobras de control del pediculo renal).
Sin embargo, no se consiguio reducir la tasa de fuga urinaria frente al grupo control.

En paralelo, también se ha evaluado la aplicacién del dispositivo en la cirugia pancreatica en
modelo porcino, en concreto en pancreatectomias distales [114] . Los resultados del estudio se

comentan mas extensamente en el apartado 2.4.

Todos estos resultados, impulsaron al desarrollo y comercializacion del dispositivo Coolinside®

por la empresa Apeiron Medical.
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2.3.2. Caracteristicas y funcionamiento del dispositivo

Coolinside es un electrodo sencillo de manipulaciéon con un disefio pensado para cumplir dos
funciones: coagular y cortar (ver figura 18). Este dispositivo esta compuesto por un electrodo
redondeado, que para la utilizacién en éste trabajo experimental, se conectd a un generador de

RF CC-1 Cosman Coagulator System (Radionics, Burlington, MA, USA).

Existen un total de 10 variantes del dispositivo; segun el grosor del extremo activo (3, 5y 8
mm), la longitud del dispositivo (modelos largos para cirugia laparoscopica y cortos para
cirugia abierta) asi como la presencia o ausencia de cuchilla. La figura 19 muestra la
diferencia entre un dispositivo laparoscépico y uno para cirugia abierta), ambos con

cuchilla.

Figura 19 | Representacion del Coolinside; dispositivo asistido por RF. (A) Modelo para aplicacion

laparoscépica y (B) para cirugia abierta.

En general los generadores de RF han sido disefiados para la ablacién percutanea de tumores,
donde la impedancia oscila siempre entre los 50-300 Q y cuando sale de este rango el
generador se apaga. Sin embargo, en la manipulaciéon quirdrgica con un dispositivo como el
Coolinside, la aplicacion no es constante, produciéndose un circuito abierto (impedancia
infinita) cada vez que el cirujano deja de apoyar el electrodo sobre el tejido. Para evitar esto y

facilitar el uso permanente del dispositivo, se disefid una caja interruptor que sirve de interface
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y de control por pedal, al tener una resistencia interna que asegura una impedancia minima y

evita asi el apagado del generador, cuando el electrodo deja de estar en contacto con el tejido.

Tal y como indica su nombre, Coolinside se caracteriza por emplazar en su interior un sistema
de refrigeracion que enfria el extremo activo evitando la carbonizacion del tejido. Este sistema
estda compuesto por un conducto por el cual entra salino frio propulsado por una bomba
peristaltica (Radionics, Burlington, MA, USA) a 130 mL/min en el extremo activo. El suero en el

interior del electrodo se calienta porque toma calor del tejido calentado.

La figura 20 muestra el Generador de RF, la bomba peristaltica que permite la refrigeracion
interna del Coolinside y la caja interruptor que actua como interface entre el generador y el

dispositivo.

Caja
interruptor

Figura 20 |Conjunto de accesorios del dispositivo Coolinside en experimentacion. De izquierda a derecha:
Electrodo dispersivo, la caja interruptor que actia como interface entre el generador y el dispositivo; el
generador de RF, y la bomba peristaltica que permite el flujo de salino frio en el interior del dispositivo. El

dispositivo se conecta a la caja interruptor y se controla mediante un pedal (no aparece en la imagen).
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El extremo activo incorpora una cuchilla de aproximadamente 2,5 mm de profundidad que
permite el corte mecanico del tejido una vez coagulado lo que asegura una reseccion

hemostatica y segura [223] de acuerdo a los estudios previos realizados.

El disefio del dispositivo se completa por una curvatura en el extremo activo que permite la
utilizacion del dispositivo en 2 posiciones. Una principal para cortar y coagular el parénquima
tal y como podemos ver en la figura 21-A, y una posicion secundaria util para el sellado de

vasos (ver figura 21-B). Ademas, su curvatura permite el acceso por trocares en laparoscopia.

A
Direccion de avance
' i Electrodo
Tejido Tejido no coagulado
B Tejido coagulado
B A
O 8 _ A
ey (V30
H N
Tejido
O— O —@—@—O—O
_ e~ N
Primera pasada Segunda pasada
B

Tejido no coagulado
B Tejido coagulado

Tejido Vaso sanguineo

Figura 21 | Representacion de la correcta manipulacion del Coolinside para conseguir una reseccion sin
hemorragia. (A) Arriba: Plano lateral del electrodo donde se observa la seccion distal que incluye la
cuchilla (“A”) y la proximal (“B”). A bajo: seccidn transversal que muestra la aplicacion secuencial del

dispositivo. (B) Aplicacion secundaria para la coagulacion de vasos.
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2.4 Experiencias de la ablacion por RF en el pancreas

Teniendo en cuenta que la mayoria de los pacientes con cancer de pancreas tienen
enfermedad no resecable en el momento del diagndstico y presentan opciones limitadas de
tratamiento, la ablacién de tumores por radiofrecuencia (RFA) ha adquirido un gran interés

[228].

A pesar de que existen pocas experiencias publicadas en las cuales se utilice la RF para la
ablacién de tumores pancreaticos, algunos estudios sugieren que la aplicacion de RF presenta
algunos problemas potenciales relacionados con la anatomia pancreatica, la biologia de los
tumores o particularidades propias de parénquima pancreatico. Incluso, algunos autores
sugieren que la ablacién por RF compromete la viabilidad del conducto biliar, duodeno o el
colon por posible lesion térmica y que estas lesiones pueden causar pancreatitis necrotica
hemorragica, fistula pancreatica o ascitis pancreatica [229, 230]. Wu ef a/. [231] publicaron su
experiencia en 16 pacientes con tumores irresecables de la cabeza del pancreas tratados con
Cool-tip aplicando temperaturas mayores a los 90°C. Los resultados del articulo muestran una
tasa de complicaciones elevada del 43,7%; 3 fistulas pancreaticas, 3 hemorragias masivas
gastrointestinales y un fallo renal; todo ello asociado a una tasa de mortalidad del 25% de la

cual el 50% equivale a pacientes con tumores localizados en la cabeza del pancreas.

Sin embargo, existen otros autores [232-234] que sugieren que la RFA es un sistema seguro
capaz de mejorar la supervivencia en estos pacientes en que no es posible resecar el tumor.
Spiliotis ef al. [235] en un estudio retrospectivo de 25 pacientes con cancer avanzado de
pancreas, 13 pacientes recibieron uUnicamente tratamiento paliativo mientras que 12 fueron
tratados también con RFA. La media de supervivencia global en los pacientes que solo

recibieron tratamiento paliativo fue de 13 meses y la maxima supervivencia fue de 30 meses.
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En cambio en los pacientes sometidos a RFA la media de supervivencia se estimé en 33
meses (p=0,0048). Los indices de complicaciones fueron similares en ambos casos
presentando un 25% de complicaciones (fuga biliar transitoria, pneumonia y sepsis por catéter)
durante el PO pero en ningun caso mortalidad postoperatoria. Por tanto, el estudio sugiere que
la aplicacién de RFA en pacientes con cancer de pancreas en estadio lll y IV, puede ser un
buen tratamiento paliativo para este tipo de pacientes; ya que permite aumentar su

supervivencia.

Estos resultados son similares a los publicados por otros autores [228, 236] con tasas de
complicaciones PO similares y ningun caso de mortalidad por hemorragia. Girelli ef a/. [237] en
base en los resultados obtenidos en 50 pacientes, sugieren que la RFA es segura con una tasa
de complicaciones PO del 24% y tiene buena tolerancia en pacientes con cancer de pancreas
localmente avanzado. A diferencia de Wu ef al [231], algunos autores [236, 238] proponen
medidas profilacticas a la aplicacion de RF, como refrigeracion en la zona; para la prevencién
de complicaciones como la pancreatitis o lesiones térmicas, disminuyendo la tasa de

complicaciones hasta el 8% [236].

A parte de la aplicacion de RF para la ablacién de tumores, la RF también se ha empleado para
conseguir el sellado de los ductos pancreaticos primarios y secundarios en la transeccion
pancreatica [239, 240]. En este sentido, Truty ef a/. [207] publicaron un estudio randomizado en
modelo porcino en el que apuntaban que la RF permite el sellado pancreatico en
pancreatectomias distales resultando en una disminucion del indice de fistula (del 5% vs. 42%
en el grupo control) y de otras posibles complicaciones. Hartwig ef a/. [198], mediante el sellado
del pancreas remanente de una pancreatectomia distal también en modelo porcino, sugirieron
que el Ligasure es un dispositivo seguro para la transeccién distal del pancreas y que permite

el cierre de los conductos pancredticos con bajos indices de fistula. En linea con estos
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estudios, nuestro grupo ha evaluado mediante un estudio comparativo con endograpadora
(grupo control) la seguridad y eficacia de la RF (Coolinside®, grupo de RF) en el indice de
fistula pancreatica tras realizar pancreatectomia distales laparoscopicas en modelo porcino
[114, 241]. El estudio se realizdé sobre un total de 32 animales a los cuales se les realizé una
pancreatectomia distal con un método u otro de manera aleatoria. Durante el estudio se
identificé una fistula grado A en el grupo de RF (6,25%) y dos fistulas clinicas grado B en el
grupo control (12,5%). En el grupo de RF se observé un aumento de amilasa en suero al 4° dia,
que se estabilizaba en el PO y el aumento de peso fue mayor que en el grupo control.
Histopatologicamente, en la superficie de transeccion del grupo de RF se observo un patrén
comun de necrosis coagulativa rodeada de una amplia capa de fibrosis que sellaba el conducto
pancreatico principal y secundarios. Los resultados sugirieron que la capa de fibrosis producto
de la coagulacion por RF en el pancreas remanente podia ser tan efectiva como la compresion
realizada por la endograpadora para el sellado del ducto principal y secundarios en este tipo de
procedimientos en modelo porcino.

A nivel clinico, existen otros estudios que sugieren que la RF permite un buen sellado del
pancreas remanente tras una pancreactectomia distal reduciendo significativamente los
indices de fistula pancreatica [239, 241, 242]. Recientemente, Rostas ef a/. [206] han publicado
un estudio retrospectivo en 42 pacientes a los que se les ha realizado una pancreatectomia
distal laparoscépica mano-asistida con un dispositivo asistido por RF (Tissuelink®) con indices
de fistula pancreatica del 9,1% (6,1% fistula grado A y un 3% del grado C).

A pesar de la limitada experiencia en pancreatectomias distales, el numero de estudios que
han utilizado la RF para el sellado del parénquima pancreatico en una transeccion
corporocaudal es aun menor, aunque algunos autores sugieren que la RF es dutil en la
diseccioén del uncinado [243]. Un ejemplo de ello es Belli ef al,, [199] que utilizan el Ligasure en

una duodenopancreatectomia con hipertension portal asociada a complicaciones por sangrado
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y Nagakawa ef al [240] utilizando un electrodo monopolar para el sellado del munon
pancreatico aunque aplicando clampaje para el pancreas remanente y coagulandolo a

continuacion.

Hasta donde sabemos, estos trabajos experimentales y clinicos son los uUnicos publicados
sobre aplicacion de RF para la transeccion y sellado del parénquima pancreatico. Lo que
demuestra la limitada experiencia previa en pancreatectomias asistidas por RF, y nos impulsa

a iniciar nuevos estudios como el que presentamos.
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Capitulo 3| Objetivos e hipotesis
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3 | Objetivos e hipotesis

3.1 Objetivo

- El objetivo general de este proyecto es evaluar la capacidad de sellado de un dispositivo
asistido por radiofrecuencia en el abandono del remanente pancreatico tras una
duodenopancreatectomia cefalica sin anastomosis (definida de aqui en adelante como
pancreatotomia media) y su impacto en el indice de complicaciones postoperatorias asociadas,

concretamente en la pancreatitis y en el indice de fistula pancreatica.

Para ello, se proponen dos estudios consecutivos, los cuales tiene diferentes objetivos

especificos:

- Evaluar la factibilidad y seguridad, en términos de riesgo de pancreatitis necrético
hemorragica y fistula pancreatica, tras realizar una pancreatotomia media en modelo

murino mediante un dispositivo electroquirurgico asistido por radiofrecuencia.

- Evaluar el efecto térmico producto de la electrocoagulacion por RF en el
comportamiento histolégico (endocrino y exocrino) del pancreas distal a corto y largo

plazo tras realizar una pancreatotomia media en modelo porcino.
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3.2
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Hipdtesis

El efecto térmico producto de la electrocoagulacién por RF al realizar una
pancreatotomia media con el dispositivo Coolinside, esta asociado en modelo murino a
indices de fistula pancreatica inferiores o iguales al 5% y a bajos indices en modelo

porcino.

El efecto térmico producto de la electrocoagulacién por RF y posterior seccion del cuello

del pancreas en dicho modelo no conlleva pancreatitis necrético hemorragica.



Materiales y métodos

Capitulo 4 | Material y métodos
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4 | Material y métodos

Para dar respuesta a las hipétesis del estudio, el trabajo realizado se estructura en dos fases:

Fase 1) Estudio sobre modelo murino de los efectos de la aplicacion de RF y su

respuesta tisular en el pancreas distal.

Fase 2) Traslacion de la fase 1 del estudio a modelo porcino, un animal de mayor
tamafo similar al modelo real en el paciente y con mayor riesgo de fistula pancreatica.
Ademas, a diferencia del pancreas murino que tiene una morfologia laminar el pancreas
porcino tiene una consistencia mucho mayor que nos permite hacer una transeccion
pancreatica mas compacta y segura sin riesgo de dejar ductos secundarios no seccionados
que faciliten una posterior regeneracion pancreatica (descrita tras realizar ligadura del pancreas
murino [244]). Por ello, en esta segunda fase planteamos evaluar los efectos de la aplicacion

de RF en el sellado del Wirsung y la respuesta tisular a corto y largo plazo en modelo porcino.

Para facilitar el seguimiento de la metodologia empleada y de los resultados obtenidos, el
capitulo 3 y 4 seguiran la misma estructura, exponiendo el capitulo de material y métodos asi

como los resultados por separado para cada una de las fases del estudio.
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4.1 Fase 1: Estudio sobre modelo murino

4.1.1 Modelo animal

La fase 1 del estudio se centra en un total de 39 ratas hembras Sprague-Dawley (SD) de 7
semanas de vida (Charles River Laboratories, Inc., Wilmington, MA, USA). Previo al inicio del
estudio, 3 animales fueron empleados para el estudio estructural y anatémico del pancreas de

la rata y para asegurar el método quirurgico.

El estudio fue aprobado por el Comité del Etico de Experimentacion Animal (CEEA) del PRBB y
por el Departament de Medi Ambient i Habitatge de la Generalitat de Catalufna (FBP-10-1280 y

DMAH 5452).

4.1.2 Grupos experimentales

Con el objetivo de analizar la respuesta tisular tras el procedimiento se consideraron 6 grupos
experimentales con diferentes PO. En los grupos del 0 al 3 (n=8) se realizé la coagulacién por
RF y posterior transecciéon del pancreas en la confluencia de la porcién duodenal vy
gastroesplénica (sobre la vena porta); de acuerdo a la nomenclatura establecida por Richard et

al. [245], asi como en un estudio posterior por Kara et al. [246] (ver figura 22).
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Figura 22| Esquema anatomico del pancreas de rata. La transeccion del pancreas asistida por RF se
realiza a la altura del conducto biliar y la vena porta (linea discontinua). llustracion modificada de Richards
et al. [245].

Se realiza la necropsia de los animales en los dias 3, 7, 15 y 21 de postoperatorio, para los

grupos del 0 al 3, respectivamente.

Ademas, con el objetivo de evaluar los posibles cambios histologicos en el pancreas proximal y

distal por la diseccién y manipulacién quirurgica, se consideran dos grupos controles de 15 dias

de PO: 1) grupo 4 (sham, n=3), que corresponde a los animales sujetos a toda operacion

excepto la transeccion pancreatica, y 2) el grupo 5 (control, n=4) en que los animales son

sometidos unicamente a la manipulacién preoperatoria sin procedimiento quirurgico.

4.1.3 Cuidado preoperatorio

Los animales tuvieron acceso libre a alimento (pienso comercial) y agua ad libitum en

condiciones ambientales controladas para evitar al maximo el estrés. Todos los animales
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fueron pesados previamente al procedimiento y sedados mediante puncion subcutanea con

buprenorfina (0,001 mg/kg) 30 minutos antes del procedimiento.

4.1.4 Técnica quirurgica

La anestesia se realizé con isuflorano al 4% para la induccién y al 2,5% para el mantenimiento
en 100% de oxigeno. Se controlo el reflejo plantar y paravertebral de los animales antes de
iniciar el procedimiento quirurgico. Ademas se control6 la respiracién durante el procedimiento

para incrementar la dosis de anestesia en caso necesario.

Todos los procedimientos quirurgicos fueron realizados por el mismo equipo quirurgico (R.Q. y

F.B.).

Treinta-y-dos animales (grupos 0-3) fueron sometidos a una transeccién pancreatica asistida
por RF tal y como se describe a continuacion. Inicialmente, se accedié al peritoneo mediante
una laparotomia media y se movilizé el estbmago, pancreas y el bazo. El bazo fue retraido
lateralmente para poder disecar la vena esplénica del parénquima pancreatico y evitar asi la
devascularizacion del pancreas. A continuacion, se realizé la coagulacién por RF y posterior
transecciéon del pancreas en los animales de los grupos 0-3, en la confluencia de la porcion
duodenal y la gastrointestinal justo por encima de la vena porta, sin identificar del conducto
pancreatico. Para ello, se empledé un dispositivo asistido por RF refrigerado internamente;
concretamente la version laparoscépica de 3 mm de diametro del Coolinside® con cuchilla
(Apeiron Medical, Valencia, Spain) descrito en el apartado 2.3 de este trabajo. Tras la
transeccioén, el pancreas distal y proximal fueron recolocados en un posicion anatdmica y se
cerro la incision con doble sutura de acido poliglicélico (prolene) de 4/0 sin drenaje abdominal.

Tras la recuperacién anestésica de los animales en una manta eléctrica y mediante luz
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infrarroja, los animales fueron alojados en las jaulas tras comprobar la recuperacion de los

reflejos.

Como control, 3 animales (grupo 4, sham) fueron sometidos a toda la manipulacién quirurgica
sin llegar a realizar la transeccidn pancreatica, lo que comportd la induccion anestésica,
laparotomia, diseccidon y posterior cierre. A diferencia del grupo sham, los animales del grupo
5 no fueron sometidos a ningun procedimiento quirdrgico, simplemente se realizé la

manipulacioén previa.

La coagulacién por RF del plano de transeccion en los animales de los grupos 0-3 consiste en
la colocacion del electrodo en la confluencia de la porcion duodenal y gastroesplénica del
pancreas; sobre la vena porta; de acuerdo a la descripcién anatdmica de Richard ef al. [245]. A
continuacion, se realiza una ligera traccion del pancreas para asegurar que existe una distancia
minima de seguridad de 5 mm entre la zona a coagular del pancreas y las estructuras
adyacentes para evitar posibles dafos térmicos. Se aplicd energia de RF hasta que se observo
que la coagulacion transversal del tejido era completa y a continuacién, se procedié a la
transeccion del pancreas por el centro de la zona tratada con ayuda de la cuchilla del

dispositivo, tal y como muestra la figura 23.
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Figura 23| Aspecto del pancreas durante y posterior a la transeccién. (A) Fotografia tomada durante la
ablacion del parénquima pancreatico en la confluencia de la porcion duodenal y gastroesplénica mediante
la cabeza del Coolinside, como en la aplicacion para el sellado de vasos. (B) Aspecto del pancreas tras la
coagulacion por RF y posterior seccion. Se observan dos margenes de coagulaciéon, zonas mas
oscurecidas (*) de entre 3 y 5 mm en las dos porciones del pancreas (proximal y distal). A continuacion se
procede a aplicar RF hasta que se observa que la coagulacion de los margenes de transeccion es
completa.

4.1.5 Postoperatorio y necropsia

Durante el periodo de PO los animales tuvieron libre acceso a comida y agua, la cual durante
los tres siguientes dias fue tratada con antibiético (Enrofloxacina, 500 mg/kg). Ademas del
tratamiento de antibidtico en agua bebida, se administré analgesia subcutanea (Buprenorfina,
0,001 mg/kg) cada 12 horas durante los 3 primeros dias. Con el objetivo de detectar posibles
sintomas de estrés o malestar en los animales durante el postoperatorio, se monitorizé su
actividad fisica, acicalamiento y niveles de alerta de acuerdo a un criterio de punto y final

aprobado previamente por el comité ético.

Para poder evaluar posibles signos de pancreatitis, se extrajo sangre de la vena safena tras
induccion anestésica (de acuerdo al protocolo descrito previamente) y se evaluaron los niveles
de amilasa en suero en el preoperatorio y durante el postoperatorio en los dias 3, 7, 15y 21,
segun el grupo de estudio.

La eutanasia de los animales se realizd mediante inhalacion de CO; al 100>x>70% de

concentracion. En la necropsia se realizo la exploracion de la cavidad abdominal mediante una
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laparotomia lateral y se evalud la presencia de fistulas pancreaticas, abscesos o fluidos
abdominales. Finalmente, se extrajo el pancreas lo mas rapido posible y se dividié (en los
casos en que hubieran adherencias) en dos secciones, distal y proximal, para realizar el

estudio histopatoldgico.

4.1.6 Estudio histopatologico

Inmediatamente después de la extraccién, el pancreas distal y proximal fue fijado en
paraformaldehido al 10% durante un maximo de 3 dias. Las piezas se incluyeron en parafina y
se realizaron cortes de 3 um que se tifleron con de hemotoxilina eosina. Durante el analisis
histologico se registraron los hallazgos microscopicos como la presencia de necrosis
coagulativa, condensacion citoplasmatica o condensacién de la cromatina con formacion focal

de cuerpos apoptéticos o presencia de abscesos.

En cada animal el pancreas proximal se emple6é como control intrasujeto y el grupo 4 (sham) y
5 (control negativo) se emplearon para evaluar posibles diferencias histolégicas como resultado

de la manipulacion quirdrgica y como control entre sujetos, respectivamente.

Del mismo modo que en estudios previos [157, 247, 248], la respuesta apoptoética y la
proliferacién ductal del pancreas tras la transeccidon fue evaluada mediante analisis
immunohistoquimico (IHC) de caspasa-3 activa (K3) y citoqueratina-7 (Ck7), respectivamente.
Ademas, se realizdé una tincidn de insulina para analizar la funcién endocrina en el pancreas

distal y el proximal.

El analisis Inmunohistoquimico se realiz6 tal y como se describe a continuacion:
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Secciones de 3 um se fijaron, desparafinaron y rehidrataron en portaobjetos pre-tratados con
aminopropilsilano. Tras la recuperacion antigénica con citrato sédico al 0,01M y pH 6, se
lavaron las preparaciones con TBS x1 y se inhibio la peroxidasa endoégena con Peridrol (H205)
al 10% durante 10 min. A continuacion, tras 2 lavados con TBS 1x, las preparaciones se
bloquearon con albumina de suero bovino (BSA) y albumina de suero fetal (FBS) al 1% en TBS
x1 durante 10 min y se procedié a la incubacion del anticuerpo primario o/n a 4°C. Las
diluciones de anticuerpos primarios empleados fueron: conejo anti-caspasa-3 (Asp175),
diluciéon 1:1600 (Cell Signalling Technology, Danvers, USA); conejo anti-insulina (C27C9),
dilucién 1:400 (Cell Signalling Technology, Danvers, STATE, USA) y raton anti-citoqueratina-7
(RCK105), dilucion 1:150 (Santa Cruz Biotechnology, City, CA, USA). Tras lavados en TBS 1x
y TBS-Tween 1x, se realizd la incubacion con el anticuerpo secundario anti-conejo/raton
conjugado con avidin-biotin de DAKO (DAKO Real, EnVision, Copenhage Denmark) durante 45
min a temperatura ambiente. Finalmente, las preparaciones se revelaron con cromogen de 3,3’-
Diaminobenzidina (DAB+Cromogen x50, DAKO) y contratefiimos con hematoxilina. A
continuacioén, las muestras fueron nuevamente deshidratadas y montadas en cubreobjetos con

PDX.

4.1.7 Variables de estudio

Las variable principales del estudio fueron: (1) la aparicion de complicaciones intraoperatorias
y postoperatorias como, pancreatitis necrético hemorragica y otros parametros perioperativos,
y (2) los cambios histolégicos del pancreas tras la transeccion asistida por RF de la confluencia
de la porcion esplénica y gastroduodenal (pancreatotomia media), incluyendo la valoracion del

pancreas endocrino.

Pag. 78



Materiales y métodos
La variable secundaria del estudio fue el indice de POPF asociada a este procedimiento,
definida analiticamente por niveles de amilasa tres veces superior al valor normal en suero a
partir del tercer dia de PO, y macroscdpicamente, por la presencia de colecciones o abscesos

con alto contenido en amilasa.

Con objeto de poder valorar el funcionamiento del dispositivo de RF en el pancreas, se
monitorizaron los parametros eléctricos mediante el software de Radionics RRT-Graph
(Radionics Real-Time Graphics Application) el cual permite registrar la evolucién temporal de la

potencia, corriente, e impedancia.

4.1.8 Analisis morfomeétrico

Con el objetivo de cuantificar los cambios histoldgicos observados en los islotes de Langerhans
se realizdé un analisis morfométrico de los islotes mediante el software CellB (Cell*B image
acquisition, Olympus, Tokio, Japdn) en secciones del pancreas distal y proximal, tal y como has
descrito otros autores [249, 250]. Para ello se analizaron 5 areas al azar para cada region
(proximal y distal) en 2-4 animales por grupo experimental. Un total de 501 islotes (con un
rango de 20-83 islotes de cada muestra) se examinaron a 100x aumentos y en ellos se
midieron: (1) Perfil del diametro del islote "D" que se calcula a partir del diametro mayor y
menor, “a” y "b"; respectivamente [249], (2) el area media de insulina en pm?2; “A" [250], (3) el
numero de micro y macro isletas en el pancreas proximal y distal, teniendo en cuenta la

distincion empirica entre micro islotes (células individuales o agrupaciones de células con un

area menor a 1000 pm?) y macro islotes (con un area mayor) [250].

Ademas, con el objetivo de cuantificar el numero células positivas para caspasa-3 activa y el

area de expresion de citoqueratina-7, se emplearon cortes consecutivos que fueron analizados
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mediante el software de tratamiento de imagenes |ImagedJ (v1.48m software
(http://rsb.info.nih.gov/ij). Para el analisis cuantitativo de K3 y Ck7 se escogieron 5 secciones al
azar tal y como se detalla en el analisis morfométrico previo. El numero de células positivas
para caspasa-3 activa se detecta al aplicar una “mascara” a la imagen que permite separar la
senal del fondo y definiendo criterios de circularidad a los objetos a detectar [158, 251]. Para el
analisis de Ck7 se aplic6 el mismo procedimiento pero sin aplicar criterio esfericidad,
simplemente de tamafo. Los datos cuantitativos son exportados a un software estadistico para

su posterior analisis.

4.1.9 Analisis estadistico

Para calcular el tamano muestral, se consider6 como variable principal del estudio la
aparicion/o no aparicion de fistula pancreatica; una estimacion descriptiva de una variable
dicotdmica; por lo que se considerd un estudio de cohorte y calculamos el tamafo muestral
mediante esta expresion [252]:

Zé/z-p-q
n=—W--—
FEZ2 (4)

Considerando el estudio randomizado publicado por Tran [55] en que el indice de fistula
pancreatica tras la anastomosis yeyunal es del 5%, consideramos una proporcion de fistulas
(p) del 5%, (p=0,05 y gq=1-p=0,95).

El error alfa (a) sera del 0,05% al considerar un intervalo de confianza del 95%, por tanto

tenemos un valor de Za/2=0,025 =1,96.
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El factor de error (FE), definido como la precision con la que estimamos una proporcion, del
estudio limita en este caso el tamafio muestral del estudio. Aplicando la férmula anterior (4) y
considerando un FE del 8% para este estudio preliminar, el tamafo de la muestra es de 28
animales para animales operados. Este calculo no considera el tamafio muestral para los

grupos control.

Los resultados se presentan como la media y desviacion estandar. Los resultados principales
se han comparado y correlacionado entre grupos. Para ello, se emplea Kolmogorov-Smirnov
para determinar la normalidad de las muestras y Levene para evaluar la igualdad. Segun el tipo
de datos, es emplea el test de Friedman, U de Mann-Whitney U test, Kruskal Wallis o ANOVA
para comparar los valores. Ademas, realizamos ajustes a modelos de regresion lineal simples
y de regresion logistica con el fin de determinar el mejor ajuste de la respuesta apoptética. La
bondad de ajuste del modelo se determina por el coeficiente de correlacion de Pearson (r), que
se detalla cuando el resultado es significativo. Se consideran diferencias significativas cuando
p<0,05. EIl andlisis estadistico se realiza con el SPSS (SPSS version 19,0, SPSS, Inc.,

Chicago, IL, USA).
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4.2 Fase 2: Estudio sobre modelo porcino

4.2.1 Modelo animal

La fase 2 del estudio se realiz6 en 13 cerdos Landrace obtenidos del servicio de granjas y
campos Experimentales de la Facultad de Veterinaria de la Universitat Autdnoma de Barcelona
(UAB) y de 25 kg aprox. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Experimentacién
Animal (CEEA 1256) de la UAB y por el Departament de Medi Ambient i Habitatge de la

Generalitat de Catalunya.

4.2.2 Grupos Experimentales

Teniendo en cuenta que el objetivo de la fase 2 en modelo porcino era valorar la capacidad de
la electrocoagulacién por RF para sellar el conducto de Wirsung y los conductos secundarios
asi como la respuesta tisular del pancreas, se plantearon dos grupos experimentales con
diferentes periodos de postoperatorio. Asi, ambos grupos fueron sometidos al mismo
procedimiento quirdrgico y la Unica diferencia residié en la supervivencia de los animales: 1
mes en el grupo “Exp 1 mes” (n=8) y 6 meses para el grupo “Exp 6 meses” (n=5). Ademas,
con el objetivo de valorar cambios histolégicos en el pancreas entre animales intervenidos y
sanos se incluyeron en el estudio especimenes de pancreas sanos. En concreto pancreas de
cerdos de 40 kg (grupo “Control 1 mes”, n=4) y de 120 kg (grupo “Control 6 meses”, n=6). Los
especimenes de pancreas de cerdos de 40 kg procedieron de la Universitat Autbnoma de
Barcelona, y los especimenes de pancreas de animales de 120 kg se obtienen del Banc de

Teixits Animals de Catalunya (Departamento de Medicina y Cirugia Animal de la UAB).
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4.2.3 Cuidado preoperatorio

Todo el cuidado preoperatorio, asi como el procedimiento anestésico, se realizé por un equipo

veterinario cualificado.

Previo al procedimiento anestésico se dejoé a los animales en ayuno de 12 horas, permitiendo
libre acceso al agua. Todos los animales fueron pesados antes de la anestesia, y una vez
sedados, se realizd una extraccién de sangre con el fin de realizar el analisis bioquimico de las
variables de interés. Las muestras de sangre fueron recogidas y se almacend el plasma en frio

para su posterior analisis.

Se empled una combinacion de azaperona (4-8 mg/Kg, IM) y ketamina (10 mg/kg, IM) en la
corralina como sedacion inicial. Una vez el animal estaba tranquilo, se trasladé al prequir6fano
para colocar un catéter periférico de 20-22G en la vena auricular. Posteriormente, se administré
morfina 0,2 mg/kg IM y meloxicam 0,2 mg/kg 1V; como tratamiento analgésico y amoxicilina LA,
22 mg/kg IM cémo antibioterapia profilactica.

La induccidn se realiza con propofol (4 mg/kg, IV) y diazepam (0,5 mg/kg ,IV), hasta la pérdida
de los reflejos, momento en que se intubd el animal y se mantuvo la anestesia con isoflurano
1,5 - 2% y oxigeno al 100%. Durante todo el procedimiento anestésico se mantiene
fluidoterapia de mantenimiento con Ringer Lactato (10 mL/kg/h) y se controlaron los principales
parametros cardiovasculares y respiratorios (frecuencia cardiaca, presion arterial, ECG, SpOa,,
ETCO,, frecuencia respiratoria y temperatura).

Los animales fueron asegurados en posicion supina sobre la mesa de operaciones y se

aplicaron panos estériles después de una preparacion de betadine sobre el abdomen.
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4.2.4 Técnica quirurgica

Todos los procedimientos fueron realizados por el mismo equipo quirdrgico en condiciones
estériles (F.B., A.A., R.Q.). Para acceder a la cavidad intraabdominal, se realiz6 una
laparotomia media con electrobisturi que se extendia desde el xifoides hasta el ombligo,
aunqgue con la curva de aprendizaje en la técnica la incision fue menor. Tras la exploracion y
localizacién de las estructuras principales, se realizé una diseccion del cuello del pancreas
sobre la vena portal usando tijeras y pinzas endoscopicas convencionales. De acuerdo con un
estudio previo de la anatomia del pancreas [253], el conducto pancreatico principal recorre el
cuerpo y la cola del pancreas en el cerdo mediante dos ductos que convergen en la cabeza
formando un conducto pancreatico principal comun: uno por encima de la vena porta
(anteroportal) y otro por debajo de esta estructura (retroportal). Esto significa que con el fin de
lograr una obstruccion completa de la parte distal (cuerpo y cola) del pancreas ambos
conductos fueron seccionados y sellados (ver figura 24). La seccién pancreatica mantenia la
vascularizacion del I6bulo izquierdo y derecho del pancreas, y durante la seccion transversal
no se identifico ni suturd el conducto pancreatico principal y/o secundarios. Tras reposicionar
anatdmicamente el pancreas distal y proximal, se colocd un drenaje de silicona Blake (Ethicon,
Somerville, NJ, USA) adyacente al pancreas distal y se extrajo del abdomen del animal a través
de un orificio menor de 10 mm. EIl extremo proximal se tunelizé subcutaneamente a la espalda
del animal conectandose a un depdsito. Todas las heridas se cerraron de manera estandar. A
los animales se les permiti6 despertar de la anestesia y fueron extubados cuando estuvo

clinicamente indicado.
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Vena porta L Coolinside

Figura 24| Esquema anatémico del pancreas del cerdo. La transeccion se realizé a altura de la vena
porta para ambas porciones pancreaticas; retro y anteroportal, manteniendo la vascularizaciéon del 16bulo

izquierdo y derecho del pancreas.

4.2.5 Postoperatorio y necropsia

Durante todo el postoperatorio, los animales estuvieron bajo control veterinario y del personal
del centro usuario asi como por los responsables del estudio, los cuales aplicaron protocolos
de supervision para identificar cualquier signo clinico de malestar o estrés. En los 7 primeros
dias, los animales fueron controlados dos veces al dia con el fin de identificar sintomatologia
sospechosa de fuga o sépsis pancreatica, ademas se controld la ingesta, el débito y el estado
de los drenajes abdominales. Durante los 3 primeros dias se administré antibioterapia,
amoxicilina (20 mg/kg IM, cada 24 h); y analgésicos, en concreto un parche de fentanilo (100
mcg/h) en la zona lumbar del animal y meloxicam (0,1 mg/kg IM cada 24 horas, durante 3

dias).
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En el postoperatorio inmediato (4 h después de la cirugia), al 3° y 7° dia se extrajeron
muestras sanguineas y liquido del drenaje para su analisis. El drenaje se retird entre el 3° y el
7° dia segun dejase de salir liquido. Asimismo, se controlaron los niveles de amilasa y glucosa
en suero a dia 7, 15y 21 de PO y pre-necropsia, al mes y a los 6 meses para el grupo 1y 2,
respectivamente.

Cuatro semanas después del procedimiento inicial (para el grupo 1) o 6 meses después de la
cirugia (para el grupo 2) los animales fueron anestesiados de nuevo, intubados, y ventilados
como descrito anteriormente. Se realizé a continuacion una laparotomia exploratoria y se
evaluo la cavidad abdominal para identificar adherencias, colecciones o abscesos, asi como
liquido libre.

Durante dicha exploracion, se disecoé y extrajo el pancreas proximal y distal, el cual fue
evaluado macroscopicamente para identificar posibles zonas de coagulacion o necrosis. A
continuacion las piezas se fijaron en formol al 10% para el posterior analisis histopatolégico.
Tras la extraccibn de las piezas los animales se sacrificaron mediante sobredosis de

pentobarbital sédico a una concentracion de 200 mg/mL (200 mg/kg).

4.2.6 Estudio histopatoldgico

Tras la fijacién de las piezas en formol durante 3-7 dias, éstas se procesaron tal y como se
describe en el apartado 4.1.6. Durante el analisis histolégico, también se registro la presencia
de necrosis coagulativa, condensacion citoplasmatica y condensacion de la cromatina con
formacion focal de cuerpos apoptoticos o presencia de abscesos, tal y como se ha realizado
con el modelo murino, ademas de cualquier otro hallazgo micro y macroscopico. Tal y como
sucede en la fase 1 del estudio, el pancreas proximal actué como control intrasujeto del

pancreas distal.
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El analisis histolégico se centré en tinciones hematoxilina eosina y en el mismo analisis
immunohistoquimico que en fase 1: caspasa-3 activa (K3) para determinar la actividad
apoptotica en el tejido y citoqueratina-7 (Ck7) como marcador ductal, y de insulina para analizar
la funcidn endocrina en el pancreas distal y el proximal. El protocolo corresponde con el
descrito en el apartado 4.1.6, pero con diluciones diferentes a las descritas anteriormente. Las
diluciones de anticuerpos primarios empleados fueron: conejo anti-caspasa-3 (Asp175),
diluciéon 1:1600 (Cell Signalling Technology, Danvers, USA); conejo anti-insulina (C27C9),
dilucion 1:400 (Cell Signalling Technology, Danvers, STATE, USA) y raton anti-citoqueratina-7

(RCK105), dilucién 1:120 (Santa Cruz Biotechnology, City, CA, USA).

Ademas, con el objetivo de visualizar claramente las fibras de colageno tipo | que forman el
tejido conectivo interlobulillar en el pancreas distal, se realizéd la tinciéon Tricromica de Masson
en las preparaciones mas representativas. Mediante la utilizacion de hemotoxilina férrica,
solucion de escarlata de biebrich-fucsina acida y solucién de acido fosfomolibdico-acido
fosfotungstico, la Tincion de Masson permite identificar el nucleo celular con coloracién lila-
marron, el citoplasma con un color rosa-rojo y las fibras de colageno que adoptan un tono

azulado.

Para la tincién Tricromica de Masson se obtuvieron secciones de 3 ym las cuales se fijaron,
desparafinaron, rehidrataron en portaobjetos pre-tratados con aminopropilsilano. A
continuacion se realizo la tincion con hematoxilina férrica (10 min) y tras un lavado con agua
destilada, se aplicé solucion escalata-fucsina acida (1%) durante 2-5 min. Tras lavar el exceso
con agua destilada, se realizd el tratamiento con solucion de acido fosfomolibdico-
fosfotungstico (5%) durante 15 min y se aplico el mismo tiempo el azul de anilina. Finalmente
se lavaron las muestras con agua destilada, se aplicé acido acético (1%) durante 3-5 min, se

deshidrataron y montaron con PDX.
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4.2.7 Variables de estudio

Las variables principales del estudio fueron: (1) de forma similiar a la Fase | los cambios
histologicos endocrinos y exocrinos del pancreas a corto y también a largo plazo, tras la
transeccién asistida por RF a altura de la vena porta en modelo porcino, (2) asi como la

aparicion de posibles complicaciones.

La variable secundaria del estudio fue evaluar el indice de fistula pancreatica (POPF) asociada

a este procedimiento en un modelo experimental de mayor tamafo.

4.2.8 Analisis cuantitativo

Con el objetivo de cuantificar posibles cambios en la expresion de citoqueratina-7 e insulina en
el pancreas tras el procedimiento, se realizé la adquisicion automatica de expresion con el
microscopio Leica modelo DMI-6000B (Leica Microsystem, Wetzlar, Germany) mediante el
software Micro-manager (Micro-manager, MM studio versién 1.4.16, University of California,

San Franciso 2010, www.micro-manager.org). Para ello, se utilizaron las preparaciones de

citoqueratina-7 e insulina en 3 zonas de la glandula pancreatica, una zona proximal (Proximal,
P) situada a 4 cm de la zona de transeccion, y dos zonas del pancreas distal para cada animal.
Para poder identificar posibles variaciones en el pancreas distal, y teniendo en cuenta los
cambios histoldgicos observados, se considerd un corte cercano a la transeccion, en concreto,
a 1-2 cm de la zona de transecciéon (D1), y otro justo antes de la cola (D2) como referencia
anatémica (ver figura 25-A). Las preparaciones utilizadas para cara tincion immunohistoquimica

en las diferentes zonas de analisis; proximal, D1y D2; son consecutivas.
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La cuantificacién del area de expresidon para cada anticuerpo se realizé mediante una
macroinstruccion (macro) en codigo FIJI (una distribucidn de Imaged, hyyp:/ffiji.sc/Fiji) vy
desarrollada en colaboracién con Dr. Raul Gomez Riera del Departamento de analisis y
procesamiento de imagenes (Unidades de microscopia Optica avanzada del Centro de
Regulacion Genomica, Barcelona). El analisis de imagen se hizo de manera semi-automatica
tras establecer los valores de umbral de color para cada preparacion y evitar asi posibles

errores de segmentacién por la variabilidad de intensidad de color entre preparaciones.

Inicialmente, se calibré la imagen y se aplicéd un filtro de desenfoque Gaussiano con valor de
sigma 3, el cual se caracteriza por aplicar una ecuacioén de convolucion de la funcion de Gauss
para cada pixel con un valor de corte sigma que hemos establecido empiricamente en 3 con
objeto de no perder tanta definicion en la deteccion de particulas. A continuacién, realizamos
un ajuste de contraste automatico para cada canal (RGB) con el objetivo de mejorar el
contraste del fondo con la region de interés (ROI; en éste caso concreto insulina) y evitar asi
posibles variaciones de color durante la adquisicion. Después, establecimos de manera
empirica el umbral de color, (matiz, saturacion y brillo) que se aplicaron a todas las fotos de la
misma adquisicion. Una vez definidos estos parametros los utilizamos para la segmentacién de
la imagen mediante el “Método del valor umbral”; un conjunto de algoritmos cuya finalidad es
segmentar graficos rasterizados, es decir separar los objetos de una imagen que nos interesen
del resto. Para el analisis de particulas, aplicamos un algoritmo de clasificacién el cual
selecciona las regiones de interés con un area mayor a 5 pym?, un parametro definido para
captar células y no posibles artefactos que aun residan en la imagen. La macro procesa de
manera automatica las fotografias y nos proporciona un resumen de los resultados de la
adquisicion (ver anexo 1-A). Generamos ademas un gestor de ROIs, el cual almacena las

regiones de interés para cada analisis y nos permite revisar la segmentacion para cada imagen
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analizada. La figura 25-B resume de manera esquematica los pasos de la segmentacion, asi

como el gestor de ROls.

Para el analisis cuantitativo de insulina, se consideraron como variables de estudio el area de
expresion (um?) y el tamafio medio de los islotes (um?2). La citada macro también da como
resultado el porcentaje de area equivalente (%), pero es un parametro que no se ha
considerado ni el andlisis de citoqueratina-7 ni en el de insulina. Para el andlisis cuantitativo de
citoqueratina-7 se consideré como variable de interés el area de expresion (um2), la cual sera

analizada en adelante.

En algunas preparaciones de insulina en las que la tincién del anticuerpo era mucho mas
intensa, se decidié no aplicar el filtro Gaussiano, ya que al aplicar la ecuaciéon de convolucién la
saturacion del color aumentaba y eso dificultaba la segmentacién correcta por color. Los
resultados obtenidos del analisis de las preparaciones sin aplicar el filtro, no se consideraron
para evaluar la variable tamafo medio de los islotes, ya que en la segmentacion sin filtro un
islote morfolégicamente mas irregular podia ser detectado como varios islotes mas pequenos y
esto comportaria una reduccion del tamano medio del islote equivoca. Sin embargo, el area de
expresion de insulina no variaba al aplicar o no el filtro, por lo que se consideraron todas las

preparaciones para evaluar el comportamiento de dicha variable.

Con el objetivo de cuantificar el area de la seccién pancreatica transversal sobre la que se ha
hecho la adquisicién para cada zona y animal, se utilizé el software de tratamiento de imagen
3D-DOCTOR (Able Software Corp, Lexington, MA, USA). Para ello se adquirieron fotografias
macroscoépicas de toda la preparacion y tras calibrar la imagen se realizé una segmentacion
manual para obtener el area total de la seccion. En base a las preparaciones de citoqueratina-
7, se realizd una segunda segmentacion manual en la que se consider6 el area que

macroscépicamente expresa citoqueratina-7 como area de parénquima pancreatico, En esta
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segmentacion se excluyo el tejido conectivo de la capsula pancreatica, el area contenida en
ductos de diametro maximo 1 mm, asi como infiltracién de tejido adiposo interlobulillar. La
figura 25-C resume la metodologia empleada, asi como las dos mediciones consideradas en el

seccion pancreatica (area total y area de parénquima pancreatico).

648_1_tamStack_5.Pos_000_000.ome.tf

645_1_MMStack_5.Pos_001_001.ome.tif

68, ck_5-Pos_001_002.0me.t!
648_1_MMStack_5.Pos_001_003.ome.tt
648_1_MMStack_5.Pos_001_004.ome.tf
RAR 1 MMStack S.Pos D01 NOS.ome.til Deselect

Figura 25| Esquema representativo de la metodologia aplicada en la cuantificacion. (A) Fotografia de un

pancreas tras la necropsia y zonas sobre las cuales se ha realizado la cuantificacién, “P” proximal, “D1”
distal cercano a la transeccién entre 1-2 cm de la zona de coagulacion y “D2” distal alejado de la
transeccion; delante de la cola. (B) Cuantificacion de insulina con el software Micro-manager: Aspecto de
la imagen tras la adquisicion (B-1), aplicacion de contraste automatico (B-2) y segmentacién de la region
de interés (amarillo, B-3). Gestor de ROIs (B-4). (C) Estudio del area de parénquima con el software 3D-
DOCTOR para preparaciones “P” (C-1), “D1” (C-2) y “D2” (C-3) de 6 meses de PO. El color azul indica el
perimetro del area total y el color verde el area de parénquima pancreatico excluyendo el tejido conectivo
y el tejido adiposo asi como dilataciones ductales.
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4.2.9 Analisis estadistico

Se consideraron 2 grupos, uno de 1 mes de PO (n4=8) y un segundo grupo de 6 meses de PO

(n2=5).

Los resultados de la fase 2 se analizaron estadisticamente igual que los de fase 1 y los
resultados son presentados como media y desviacion estandar. Para ello se empleo el test de
Kolmogorov-Smirnov para determinar la normalidad de las muestras y el test de Levene para
evaluar la igualdad. Segun el tipo de datos se empled el test de Friedman, U de Mann-Whitney
U test, Kruskal Wallis o ANOVA para comparar los valores. Se consideraron diferencias
significativas cuando p<0,05. EIl analisis estadistico se realiza con el SPSS (SPSS version

19,0, SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).
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Los resultados se exponen siguiendo la misma estructura descrita en el capitulo 4, es decir,

primero los relativos a la fase 1 del estudio y a continuacion los de la fase 2.

5.1 Fase 1: Estudio sobre modelo murino

5.1.1 Estudios de supervivencia

No se observaron desviaciones respecto el protocolo, ni se dieron complicaciones
intraoperatorias 0 muertes. Todos los animales toleraron correctamente la cirugia y mostraron
una rapida recuperacion. Durante el postoperatorio los animales no mostraron signos de dolor
o enfermedad, aunque algunos animales durante el postoperatorio inmediato si mostraron
sintomas de estrés o molestia, como el pelo erizado o la falta de acicalamiento, lo cual fue
considerado normal en el contexto postoperatorio.

Durante el postoperatorio los animales se mostraron activos y sin sintomatologia de
enfermedad pancreatica o dolor abdominal. La tolerancia a la comida y bebida fue buena y
presentaron un crecimiento normal de acuerdo al esperado, con una media de peso
preoperatorio de 197,9 £ 19,0 g y de 251,6 £17,1 g en el momento de la necropsia (a las 3
semanas) (ver figura 26).

En ningun caso se observaron colecciones con alto contenido de enzimas amilasa o abscesos

durante la exploracién en la necropsia, ni tampoco se identificaron fistulas pancreaticas.
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Figura 26| Curva de crecimiento en modelo murino durante el PO. Representacion del peso (g) medio de
los grupos sometidos a transeccién pancreatica (Grupo 0-3) y de los animales del grupo sham y control
(Grupo 4 y 5) comparada con el crecimiento esperado en hembras Sprague-Dawley durante el PO [254].

No se observaron diferencias significativas del crecimiento observado con el esperado.

5.1.2 Determinacion bioquimica

La figura 27 muestra los niveles de amilasa antes y después de la cirugia, al 3er, 7° y 15° dia.

En la figura se observa un aumento significativo (p<0,05) de los niveles de amilasa sérica al 3er
dia de PO en los grupos 0-3 respecto a los niveles basales que disminuyd hasta niveles
preoperatorios a la semana, y se mantienen bajos a los 21 dias de PO (1862 £ 192 U/L).
También se observaron diferencias significativas de los niveles de amilasa al 3er dia entre los
grupos 0-3 y los grupos control 4-5 (ver figura 26). Al representar los niveles séricos de
amilasa al 3er dia versus sus valores de amilasa sérica preoperatoria, 7 animales (21%)
mostraron niveles 3 veces superiores, pero ninguno de ellos presentd complicaciones durante
el seguimiento postoperatorio ni se detectaron colecciones abdominales, signos de peritonitis u

otras complicaciones durante la necropsia.
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Figura 27| Niveles de amilasa sérica preoperatoria y postoperatoria segun el grupo experimental. Se
distingue entre los grupos sometidos a transeccion pancreatica (Grupo 0-3) y los animales del grupo sham
y control (Grupo 4 y 5). Existen diferencias significativas (*p<0,05) entre los niveles de amilasa en los
animales operados al 3er dia con los valores del preoperatorio de los grupos controles y entre los

animales operados (Grupo 0-3) y los grupos controles (Grupo 4 y 5) al 3er dia.

5.1.3 Analisis histopatoldgico

Durante el estudio histopatoldgico de los animales sometidos a la transeccion asistida por
radiofrecuencia se identificaron claramente 3 zonas: (1) el margen de transeccion, (2) el
pancreas proximal y (3) el pancreas distal.

1) El margen de transeccién estaba caracterizado macroscopicamente por una zona
deshidratada de coloracion amarillenta (ver figura 28) que presentaba un patron
histologico comun, basado en una zona central de necrosis coagulativa (Cn) rodeada de
infiltrado inflamatorio que varia de acuerdo al dia de necropsia. La zona de coagulacion
térmica observada adquiria un diametro maximo de 5 £ 1,6 mm y un didmetro minimo

de 2,4 + 0,7 mm para los grupos 0-3.
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Al 3er dia de cirugia el componente inflamatorio estaba compuesto principalmente por
leucocitos polimorfonucleares propios de componente inflamatorio agudo y en algunas
zonas se observo puntos de congestidn vascular y extravasacion. EI componente
inflamatorio agudo disminuyd a los 15 o0 21 dias tras la transeccién (grupo 2 y 3), en los
que se identifico un aumento del infiltrado granular compuesto por macréfagos y células
multinucleares gigantes. Ademas se observd un aumento de tejido conjuntivo
delimitando la zona de necrosis coagulativa la cual parece reabsorberse (ver figura 28-
B)

No se detectaron cambios en la arquitectura lobulillar del pancreas proximal, con total
preservacion del tejido endocrino y exocrino (véase figura 29 A-D).

Se observé una pérdida progresiva de células acinares en el pancreas distal durante el
postoperatorio. Al 3er dia de PO (grupo 0), el volumen total de los acinos parece
haberse reducido con la pérdida de polaridad nuclear y la disminucién de zimégeno
citoplasmatico. También se observaron cuerpos apoptéticos en la mayoria de las
unidades acinares (ver figura 29-E).

A la semana de PO (grupo 1) se evidencio la aparicion de pseudoductos; estructuras
tubulares formadas por células cuboidales las cuales reemplazan practicamente todo el
tejido acinar. Asi mismo, el tejido conectivo interlobular parece haberse estrechado
acercando mas I6bulos adyacentes hasta fusionarse en algun caso (ver figura 29-1).
Posteriormente, a los 15 y 21 dias de PO se hizo evidente menos infiltrado inflamatorio,
con presencia de algun linfocito y alguna célula plasmatica en el margen fibroso,
rodeando la zona de necrosis coagulativa. Ademas, a partir de la 22 semana de PO se
observo aparicion de tejido adiposo peripancreatico (figuras 29-M, 29-Q) que se hizo

mas evidente a la 32 semana.
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En los grupos control (Grupos 4 y 5), no se observaron cambios histolégicos a nivel exocrino ni
endocrino.
Durante el estudio histolégico no se evidencid aparicion de infiltrado inflamatorio purulento,
aunque si se detectaron 3 micro-abscesos en tres animales distintos; todos ellos con un area
menor a 1000 ym?2; que correspondian a dos casos del grupo 2 y uno del grupo 3. Por tanto, a
pesar de estos hallazgos, ante la ausencia de mas componente inflamatorio y teniendo en
cuenta el buen postoperatorio presentado por todos los animales no se computé como una

complicacion.

b 's-':@,za
J ke e
AP

Figura 28|Area de transeccion en modelo murino. (A) Fotografia macroscopica. La flecha indica el area
de transeccion, dejando a la izquierda y derecha el margen proximal y distal, respectivamente. (B)
Aspecto microscépico del area de transeccion tras 15 dias de PO (Grupo 3). “Cn”, necrosis coagulativa

rodeada de leve fibrosis “F” y células gigantes multinucleadas (flecha).
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Figura 29|Tincién de HE e immunohistoquimica para K3, Ck7 e I. Se identifican tinciones de caspasa-3
(K3), citoqueratina-7 (Ck7) e insulina (l) del pancreas proximal del Grupo 3 (a-d) y pancreas distal del
Grupo 0 (e-h), Grupo 1 (i-l), Grupo 2 (m-p) y del Grupo 3 (g-t). La linea K3 muestra una disminucién del
numero de células positivas para la tincion de K3 con el PO, mientras que las estructuras de forma tubular
aumentan (tincion positiva para Ck7). La figura muestra como la expresion de | es positiva para todos los

grupos. Escala = 200 ym.

5.1.4 Analisis immunohistoquimico

El analisis immunohistoquimico de caspasa-3 activa mostré poca actividad apoptética en el
pancreas proximal de los grupos 0-3, asi como en el pancreas distal y proximal de los grupos
control (grupo 4 y 5); con presencia de alguna célula positiva. Sin embargo, en el pancreas
distal al 3er dia de PO se identific6 un aumento significativo (p<0,05) de actividad caspasa-3
(ver la figura 29-F). Durante el PO se observdé como la expresion de caspasa-3 activa del
pancreas distal decrece significativamente hasta niveles basales similares a los del pancreas
proximal o los grupos control (figuras 29-J, N y R). El apartado 5.1.5 detalla los resultados

obtenidos en el andlisis cuantitativo realizado con el ImageJ.

En el analisis con citoqueratina-7 se observd un aumento de expresiéon en la pared de los
pseudoductos que se hizo evidente en el pancreas distal a la semana de PO y que parece
progresivo durante las tres semanas de PO (ver Figura 29-G, K, O, S). Esté aumento de
expresion correlaciona con la condensacion del citoplasma acinar asi como con la de
cimégeno. También se observaron epitelios ductales positivos para citoqueratina-7 en el
pancreas proximal.

No se observaron diferencias en la expresion de insulina para el pancreas proximal, aunque el
pancreas distal presenté un aumento significativo de expresioén de la insulina. Concretamente,
se identificaron pequenas células positivas aisladas y pequenas agrupaciones celulares (ver

resultados morfométricos en el apartado 5.1.5).
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5.1.5 Analisis morfométrico y cuantitativo

Tal y como indica la figura 30, el analisis cuantitativo de caspasa-3 activa en pancreas
proximal no muestra diferencias durante el PO. Sin embargo, el numero de células positivas en
el pancreas distal muestra un aumento de expresiéon de Caspasa-3 activa al tercer dia que
disminuye durante el PO. De hecho, el mejor ajuste de minimos cuadrados para la expresion

de Caspasa-3 durante el PO se obtiene con un modelo inverso (r = 0,77, p <0,05).

120 : Pancreas distal
T |
§ 100 J mmmm Pancreas proximal
_% e B i Modelo de regresion
§ 60 i (relacion inversa)
S s 5
8 |
3 I
= A7 i N
0 mim W W il :. "N T mim
0 1 2 3 4 5 Grupo experimental

Figura 30 | Contaje de células positivas para caspasa-3 activa en el pancreas proximal y distal. No hay
diferencias significativas en la expresion de caspasa-3 activa del pancreas proximal durante el PO,
mientras que el pancreas distal se observa una relacion no lineal (inversa) entre la expresion de caspasa-
3 activa durante el PO (Grupos 0-3). La bondad de ajuste (linea discontinua) es de r = 0,77 (p <0,05).

Valores expresados como media £ SD

El analisis cuantitativo de Ck7, tal y como representa la figura 31, destaca un aumento
significativo de expresion de citoqueratina en el pancreas distal de los animales operados. La
expresion aumento progresivamente durante el PO hasta la 2° semana, en la que de alcanza la
expresion maxima (p<0,05). A la 32 semana, se observo un descenso de expresion de Ck7 que
se asocia al aumento de infiltracion de tejido adiposo observada en el analisis de las

preparaciones. A diferencia de lo observado en el pancreas distal, el pancreas proximal no
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presenté cambios de expresion a lo largo del PO en animales operados ni controles, con los

que tampoco se observaron diferencias significativas.

O Grupo 4 (Sham)

4 @ Grupo 5 (Control)
35 " Grupo 0 (3er dia de PO)
S 3 ® Grupo 1 (7 dias de PO)
Q
Q
3 5 O Grupo 2 (15 dias de PO)
I~ ’ T
X
(@] -
P 2 I Grupo 3 (21 dias de PO)
3
@
o
<< 1,5
xR
1
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Figura 31 |Anélisis cuantitativo de expresion de citoqueratina-7 (Ck7) en el pancreas proximal y distal. La
figura muestra un aumento de progresivo de expresion de Ck7 en el pancreas distal de los animales
operados (Grupo 0-3), que alcanza el maximo de expresion a la 22 semana (*p<0,05) a partir de la cual se
observa un descenso de expresion significativo. El pancreas proximal de los animales operados, asi como

el distal y proximal de los controles (Grupo 4-5) no presenta ningun cambio.

El tamafio de los islotes del pancreas proximal no presentd diferencias significativas entre
grupos. Sin embargo, en el pancreas distal se identificé una disminucion significativa (p<0,05)
del area media de los islotes y del didametro medio del islotes para los grupos 1-3 en
comparacion con el grupo 0, 4 y 5 (ver Tabla 6). Teniendo en cuenta la distincién entre micro
islotes (células individuales o agrupaciones de células con un area menor a 1000 pm2) o macro
islotes, se observé un aumento significativo (p<0,05) de hasta 3 veces el numero de micro
islotes en el pancreas distal de los animales sometidos a transeccién pancreatica (grupos 1-3)

en comparacion con el grupo 0y los grupos control 4-5 (ver figura 32).
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Tabla 6| Area media (A) y didmetro medio de islote (D) en las diferentes secciones pancreéticas. Analisis

en pancreas proximal (I6bulo duodenal) y pancreas distal (I6bulo esplénico). Valores expresados cémo

media + SD. *Diferencias significativas (p<0,05) entre grupos 1-3 y grupos 0, 4 y 5.

Grupo
Pancreas Control (4) Sham (5) 0 1 2 3
A (um2) Proximal 640 £ 164 | 1805+ 558 | 599 + 172 517 £ 168 | 1371 +488 | 1061 £ 339
Distal 850 +211 | 1142+257 | 751+252 | 320+ 117* | 339 +88* | 452+ 158*
D (um) Proximal 709 118 £ 23 69 + 10 63+ 10 99 + 15 88 + 17
Distal 83 + 11 94 +13 6313 38 + 5* 45 + 5* 44 + 6*
PANCREAS PROXIMAL PANCREAS DISTAL
501 60
:g: Grupo 0 ;g: Grupo 0
u______ 1 ey e |
60 EE'
2 ;g: Grupo 1 ;E: - Grupo 1 ©
g g T > 5
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Areaislote <1000 um? Area islote > 1000 um?

Areaislote <1000 um? Area islote > 1000 um?

Figura 32| Contaje celular de micro islotes y macro islotes (>1000um?). El andlisis estadistico muestra un

aumento significativo de micro isletas en el pancreas distal de los grupos sometidos a transeccion

pancreatica (grupo 1-3) en relacién al grupo 0 y los grupos control 4-5. Sin embargo, no se evidencian

diferencias significativas entre grupos en el nimero de islotes del pancreas proximal. *p<0,05.
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5.1.6 Analisis técnico del dispositivo

El dispositivo se comporta de acuerdo a lo esperado y es capaz de coagular sin problemas el
pancreas de la rata. La coagulacion térmica se inicia alrededor del punto de contacto, debido
posiblemente a que la traccidn que se realiza comporta la reduccion de la corriente sanguinea

y por tanto la disminucién de la impedancia.

A pesar de que la transeccion del pancreas se realiza con la cuchilla incluida en el propio
dispositivo, en algunos casos se emplearon unas tijeras para realizar la transeccion del
parénquima pancreatico en medio de la zona coagulada. La cuchilla del dispositivo en ésta
aplicacion concreta resulté de poca utilidad teniendo en cuenta la consistencia y tamano del

pancreas en la rata.

El tiempo de transeccion medio fue de 89 + 50 s durante el cual se aplicé una potencia media
de 20,0 £ 0,6 W lo que resulta en una media de energia entregada de 320 £ 80 J en cada

ablacion.

En la figura 33-A se expone la evolucion de la potencia administrada (W) en funcion del tiempo
y la figura 33-B representa simultaneamente la potencia y la energia entregada (J) acumulada
en un caso concreto en funcion del tiempo de ablacion.

Como se observa en la figura A existen considerables oscilaciones de la potencia a lo largo de
la aplicacién. Dichas oscilaciones se explican facilmente por cambios inherentes a la calidad
del contacto con el tejido (contacto manual). Globalmente, se observa un ascenso en la
potencia administrada hasta el segundo 20 debido al fenémeno de ionizacion del tejido. A partir
de ahi en un segundo contacto, se observa un descenso de la potencia administrada que se

correlaciona con el incremento de impedancia inherente a la deshidratacion del tejido. Este
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comportamiento se asocia a la ralentizacion en el incremento de energia acumulada que se
observa a partir del segundo 20 en la figura B.

Desde el segundo 28 al 37 existe una interrupcion en la deposicidon energética deliberada tras
completar la seccion pancreatica y una reanudacion de la deposicion a partir del segundo 37
que corresponde con la coagulacidon de superficie en remanente distal referida en la
metodologia. Obsérvese también que en este segundo ciclo de aplicacion de la deposicidon
energética se hace a un régimen inferior debido a que la impedancia del contacto es alta (dado
que el tejido esta fuertemente deshidratado) y el voltaje aplicado es igual que en el primer ciclo
de aplicacién. Esta ralentizacion final de la deposicidn energética tiene también su repercusion
en la grafica B de acumulacion energética donde se observa un incremento menor de dicha
energia acumulada con respecto al tiempo.

El anexo 1-B recoge todas la graficas de los animales analizados.

A B
Potencia (W)
25 - 350 — Potencia (W)
300 — Energia (J)
20
250
15 200
10 150
100
5
50
10 20 30 40 50 60 Tiempo (s) 10 20 30 40 50 g0 Tiempo (s)

Figura 33| Representacion grafica del comportamiento eléctrico del dispositivo Coolinside durante la
transeccion pancreatica en un caso. (A) Representacion de la potencia (W, linea azul) en funcion del
tiempo (s) en la que se diferencian dos momentos diferentes de contacto en el tejido; unos picos iniciales
que corresponden a la coagulacion casi completa del parénquima pancreatico (potencia emitida durante
los 8-28 segundos aproximadamente) y una segunda fase (a partir de los 30 segundos) en que se
coagula algun punto del margen de transeccién. (B) Representa la energia entregada (J) en funcién del
tiempo (linea roja) y la potencia (W, linea azul). Notese que la mayor cantidad de energia entregada se

produce durante la fase inicial de la ablacién en la que se produce la deshidratacion del tejido.
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5.2 Fase 2: Estudio sobre modelo porcino

5.2.1 Estudios de supervivencia

En 13 de los animales no se observaron desviaciones respecto el protocolo, ni se dieron
complicaciones intraoperatorias graves. No obstante, se produjo una muerte al 3er dia de PO
por una lesién iatrogénica del colédoco que se detectd durante la necropsia. Este caso fue
desviado del estudio y analizado de manera independiente (apartado 5.2.1.1), por lo que de
aqui en adelante se considera un tamano muestral de 12 animales.

El tiempo medio de transeccion fue de 5 + 2 min y el tiempo total de intervencion de 60 + 12
min.

Todos los animales toleraron bien la cirugia y durante el postoperatorio no se observaron
signos de dolor o enfermedad importantes, aunque algunos animales durante el postoperatorio
inmediato mostraron alguna molestia abdominal considerada normal en el contexto del
postoperatorio. Durante el postoperatorio se produjeron algunas complicaciones relativas al
cierre de la herida quirdrgica, resultando en 3 hernias abdominales que requirieron de un
vendaje compresivo y de una eventracion e infecciéon de la herida quirdrgica que requirid de
reintervencion. Ademas, se produjeron 3 pequenas ulceras en la porcion superior de la herida
debido a la sutura empleada de gliconato (Monosyn®).

Durante el postoperatorio los animales se mostraron activos sin sintomatologia de enfermedad
pancreatica o dolor abdominal importante, con buena tolerancia a la comida y bebida. Los
animales presentaron un crecimiento normal respecto a lo esperado, con una media de peso
preoperatorio de 26 + 8 kg y una media de peso pre-necropsia al mes y a los 6 meses de 39 +

12 kg y 125 * 14 kg, respectivamente.
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5.2.1.1 Caso excluido del estudio por muerte postoperatoria

Durante el control postoperatorio de los animales se detectdé la muerte de uno de los animales
al 3er dia. Conjuntamente con el equipo de veterinarios de la UAB se realizé la necropsia del
animal y en la exploracion se detectdé un abdomen con aspecto normal y poco liquido libre en la
cavidad rico en amilasas con concentracion de 24013 U/L. El pancreas proximal ofrecia un
aspecto preservado asi como el pancreas distal el cual tenia un aspecto normal, no edematoso
ni desestructurado. La zona de transeccidn mostraba un aspecto necrético de textura fiable. Se
identificé un colédoco muy dilatado (figura 34-B) en su desembocadura al duodeno sin
presencia de bilis en el intestino, por lo que se sospeché de una colangitis como resultado de
iatrogenia del colédoco durante el procedimiento. Ademas, durante la necropsia, se diseccioné
la vesicula biliar y se observd que el conducto cistico no estaba dilatado, a diferencia del

colédoco.

Durante el estudio histologico de la pieza se descartd la lesion térmica por contigliidad como
posible causa de la iatrogenia, ya que no se observd signos de necrosis coagulativa en el
pancreas adyacente al plano de transeccion (ver figura 34-D). Se identificd una gran presencia
bacteriana en el tejido, por lo que se diagnosticd una colangitis como resultado de la iatrogenia
del colédoco distal por posible contacto con el dispositivo, pero no por continuidad térmica a la

lesion de ablacién pancreatica ya que la zona de transeccion esta alejada del colédoco.
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Figura 34| Fotografias de macroscopicas y microscépicas de animal que fallecié al 3er dia de PO por una
iatrogénia del colédoco y que fue excluido del estudio. (A) Aspecto del margen de transeccion durante la
cirugia. (B) Dilatacion del colédoco en la desembocadura identificada durante la autopsia. (C) Aspecto del
pancreas proximal vy distal. La punta de la pipeta muestra la dilatacion del colédoco. (D) Pancreas
proximal adyacente a la lesion en que se observa preservacion del pancreas exocrino, sin presencia de
necrosis coagulativa (HE, escala=100 um). (E ) Margen de transeccion del pancreas proximal en la que se

observa patrén de necrosis coagulativa (HE, escala=100 ym).

5.2.2 Determinacion bioquimica

La Tabla 7 muestra los niveles de amilasa y glucosa sérica durante el PO de los animales.
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Tabla 7| Concentracion de amilasa (U/L) y glucosa sérica (mg/dl) durante el pre y postoperatorio de los 12 cerdos. Valores expresados como media

SD. *Diferencias significativas (p<0,05) entre los valores de amilasa a las 4h y al 3er dia respecto los valores en el preoperatorio.

Postoperatorio
Preoperatorio 4 h 3 dias 7 dias 15 dias 21 dias 1 mes 6 meses
Amilasa sérica (U/L) 1385 + 132 1929 + 2145* 2566 + 762 * 1771 £ 612 1176 £ 128 1367 £ 191 1074 + 213 1715 £ 119
Glucosa sérica (mg/dl) 123 £ 17 156 =+ 14 148 £ 14 11314 125 + 11 1207 140 + 26 1008

sopejnsey
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Durante el postoperatorio inmediato se observé un aumento significativo (p<0,05) de los niveles
de amilasa sérica a las 4h y al 3er dia respecto al nivel basal, los cuales disminuyeron hasta

niveles similares a los preoperatorios a la semana, y se mantuvieron durante todo el PO.

Tal como muestra la Tabla 7, no se evidenciaron diferencias significativas en la concentracion

de glucosa sérica durante el PO.

La figura 35 muestra las concentraciones de amilasa en liquido peritoneal (LP). Los valores
fueron de 476 + 141 U/L; 4052 £ 1002 U/L; de 1821 + 1053 U/L y de O U/L, en el pre-
operatorio, al 3er dia (drenado a través del drenaje abdominal) y en la pre-necropsia al mesy
a los 6 meses respectivamente. Destaca en general, un aumento de la concentracién de

amilasa en LP tras la transeccion del parénquima con RF.

En uno de los animales en el momento de la necropsia al mes de PO, se observé una
coleccion de 4 cm con liquido rico en amilasas (8101 U/L, asterisco morado en la figura 34)
rodeada de una capsula dura. La capsula estaba constituida por tejido conjuntivo, sin mucosa y
sin presencia de necrosis en el interior, por lo que se identificé como un pseudoquiste. Este
caso se analiza en profundidad mas adelante en el apartado 5.2.3. Si se excluye éste caso del
analisis, el valor medio de la concentracion de amilasa en liquido libre al mes se reduce a 775 +

139 U/L.

En los animales con un PO de 6 meses no se identificd presencia de liquido libre en la cavidad

abdominal por lo que se consider6 que la concentracion de amilasa en LP fue 0 U/L.
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Figura 35| Concentracion de amilasa (U/L) en liquido peritoneal (LP) en el preoperatorio, al 3er dia y en la
pre-necropsia ; 1y 6 meses. (*) Se observa un aumento significativo en la concentracion de amilasa en

LP al 3er dia. (*) Determinacion obtenida del contenido pseudoquiste identificado al mes de PO durante

la necropsia que tiene una coleccion rica en amilasas con valores de 8101 U/L.

Tal y como se destaca en la figura 35, tres de los animales presentaron un aumento
significativo de amilasa en LP al 3er dia de PO, con valores de 6973 U/L (7), 7324 U/L (2)y
13080 U/L (3). Sin embargo, ninguno de estos animales drend cantidades clinicamente
significativas de liquido peritoneal, con secreciones menores a 50 mL al final de los tres dias de
PO. A continuacién se analizan éstos tres casos con mas detalle:

(7) En el primero de los casos, el animal presenté un absceso en la herida quirurgica que
requirio de drenaje de la herida a la 4 semana de PO. Durante la anestesia previa al
drenaje de la herida se produjo la muerte subita del animal. En la exploracion no se
detectaron signos de pancreatitis y se observé escasa cantidad de liquido peritoneal

con una concentracion de amilasa en LP de 898,4 U/L y una concentracién de
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amilasa sérica de 973,4 U/L. Tras la autopsia, la causa de la muerte se asocié a un
broncoespasmo severo durante la anestesia que no respondid a maniobras de
reanimacion, tal y como dictaminaron los patélogos externos al grupo de
investigacion. Bioquimicamente, teniendo en cuenta la definicion de fistula [38]
establecida por la ISGPF y que los niveles de amilasa en LP del drenaje al 3er dia
fueron tres veces superiores a la concentracion de amilasa sérica del mismo dia;
consideraremos éste caso como una fistula grado A, ya que no se observaron

repercusiones clinicas asociadas y se resolvio a la 4 semana de PO.

(2) El segundo de los animales, no presentd ninguna anomalia clinica durante el
seguimiento postoperatorio, ni colecciones drenadas o signos de peritonitis durante la
necropsia a pesar del aumento de amilasa LP en el drenaje. Durante el PO no se
observoé aumento de la concentracion de amilasa sérica. Por tanto, éste caso también

se consideré como una fistula grado A [38].

(3) En el tercer caso, el animal presenté una eventracion que requirié de reintervencion.
Durante la reintervencion no se detectaron anomalias, signos de peritonitis ni liquido
libre en la cavidad. Sin embargo, se observd un aumento de concentracién de
amilasa sérica al 3er dia (10494 U/L) que se estabilizé a la semana (1794,3 U/L). Por
tanto, teniendo en cuenta la relacion de amilasa en LP con la concentracion de
amilasa sérica del mismo dia no podriamos considerar que éste animal presentdé una
fistula grado A, ya que la concentracion no es tres veces superior a los valores de

amilasa sérica.
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5.2.3 Analisis histopatoldgico

El estudio histopatologico de las muestras de pancreas proximal y distal del modelo porcino;
siguid un patrén comun caracterizado por tres zonas diferenciadas, tal y como sucedi6 en el
modelo murino (ver apartado 5.1.3): (1) el margen de transeccién, (2) el pancreas proximal y
(3) el pancreas distal. A continuacion se describen las caracteristicas de cada zona al mes y a
los 6 meses de PO.

(1) ElI margen de transeccion estaba bien preservado macroscopicamente al mes de PO.
De hecho se identificaron los 4 puntos de coagulacidén correspondientes a los margenes
distal y proximal de la transeccion de la rama antero-portal y retroportal del pancreas
(figura 36-A). La zona de coagulacién tenia un aspecto deshidratado y amarillo que se
mantenia al mes de PO (ver figura 36-B). Histolégicamente; el margen de transeccion
al mes de PO estaba caracterizado por zonas de necrosis coagulativa, con acinos
fantasma en los que no se identificd ninguna estructura a parte del citoplasma,

rodeadas de fibrosis e infiltracion aguda de tipo polimorfonucleados (ver figura 37).
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Figura 36| Aspecto del margen de transeccion durante la intervencion (A) y al mes de PO (B). Tras la
intervencion se observan cuatro zonas de coagulacién (*) (2 al margen distal y 2 al margen proximal) las
cuales macroscopicamente tienen un aspecto deshidratado y amarillento que se preservan al mes de PO.

:
R

Figura 37| Reconstruccion fotografica del margen de coagulacion de uno de los animales del estudio al

mes de PO. Se identifica una amplia zona de necrosis coagulativa (“Cn”) rodeada de una capa de fibrosis
(“F”) con escaso componente inflamatorio. Reconstruccion fotografica de imagenes a 2x (Escala= 500

um) y detalle a 10x (Escala= 200 ym).
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Durante la necropsia realizada a los 6 meses se encontraron adherencias de facil
diseccion pero que dificultaron la identificacion del margen de transeccion.
Macroscépicamente el margen de transeccidn habia perdido el aspecto deshidratado
caracteristico de las zonas de coagulacion observadas tras un mes de PO. En la
mayoria de casos se pudieron identificar dos bolas de tejido conjuntivo. Estos hallazgos
histolégicos sugieren que la zona de necrosis coagulativa fue totalmente reemplazada
por tejido conjuntivo maduro en el que se identificaba algun linfocito y/o células
plasmaticas.

También se observé un aumento de los ganglios que parecen hiperplasicos situados
cerca del margen de transeccion.

En el pancreas proximal, no se observaron cambios estructurales macroscopicos o
microscopicos ni evidencia de muerte celular o aparicion de pseudoductos. Los ductos
se mantuvieron intactos sin indicios de dilatacion y con el epitelio cubico bien
preservado.

El pancreas distal ofrecia al mes de PO un aspecto macroscdpicamente atrofico y con
un aumento de tejido adiposo interlobulillar y tejido peripancreatico que se evidencid
aun mas con el aumento del periodo de postoperatorio. Microscopicamente, y a
diferencia de los resultados histopatolégicos descritos en el modelo murino, en este
caso, el patron de atrofia acinar parecia mas tardia aunque similar al del modelo murino
a la 22 semana. El pancreas exocrino tenia un aspecto ligeramente desestructurado y
estaba caracterizado por la aparicion de pseudoductos rodeados por tejido fibroso e
inflamatorio, el cual parece disminuye cortes mas cercanos a la cola del pancreas. A
pesar de que no se observé componente cimoégeno en el interior de los acinos, el patron

de atrofia no parecié tan avanzado como el de la rata con el mismo periodo PO.
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Ademas, no se observo actividad apoptética significativa en el pancreas distal en
ninguno de los animales.
A los 6 meses de PO no se observd ningun acino preservado en el pancreas distal.
Ademas las agrupaciones de pseudoductos se hicieron mas evidentes por el aumento
de componente fibroso y la disminucién de componente inflamatorio (ver figura 38-F). A
nivel endocrino la proliferacion ductal, asi como la infiltracion de tejido fibrotico, dificultd
la identificacién de los islotes y de las agrupaciones de células B (micro-islotes), a
diferencia de lo observado en modelo murino.
Algunos animales al mes y a los 6 meses de PO presentaron dilatacion de los ductos
pancreaticos en los cortes cercanos al margen de transeccion, la cual decrecié en
cortes mas cercanos a la cola. Estos ductos se caracterizaron por el cambio de epitelio
cubico, propio de los ductos no dilatados, a un epitelio plano que en algunos casos llego

a perderse durante el tratamiento histologico (ver figura 38-D, E).

Durante la necropsia de uno de los animales de 1 mes de PO se identificd un pseudoquiste de
4 cm de diametro en la zona del cuerpo del pancreas. La estanqueidad del sellado distal se
valord por inyeccioén de tinta china tras canalizacion del ducto pancreatico al realizar la seccion
en la cola del pancreas. Con esta maniobra se observé fuga de tinta al interior del pseudoquiste
(ver figura 39-D). El Wirsung canalizado desde la papila no presento dilatacion ductal, ni en la
porcion proximal ni en la distal del pancreas. Sin embargo si se observod dilatacién ductal de un
conducto pancreatico secundario con epitelio bien preservado del pancreas distal; tal y como
se muestra la figuras 38-A y 38-B. El interior del pseudoquiste contenia liquido pancreatico rico
en amilasas (ver resultados en apartado 5.2.2) y durante la extraccion de la pieza se detectaron
dos zonas de consistencia duro-elastica que parecian corresponder a la zona de transeccion

(asteriscos en la figura 39-A).
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Histologicamente, el pseudoquiste presenté una pared de tejido fibroso no epitelizada (figura
39-C) y el parénquima proximal al pseudoquiste estaba totalmente preservado. En el estudio
del pancreas distal se observa como el parénquima exocrino estaba bastante preservado, con
acinos ligeramente reactivos pero con componente cimégeno en el interior, propio de una
atrofia no completa del pancreas distal, y componente inflamatorio agudo (figura 38-C).

Tras el estudio del caso y teniendo en cuenta el pseudoquiste, la evidencia de fuga desde el
pancreas distal, la ausencia de atrofia en el pancreas distal y la preservacion del epitelio cubico
en el conducto pancreatico principal y secundario (ver figura 38-C y 38-D), se considerd éste

caso como un sellado fallido de los conductos pancreaticos.
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Figura 38| Aspecto microscopico del conducto de Wirsung en caso de sellada completo y parcial. (A)
Seccion del Wirsung en pancreas distal de cerdo que presenta un psedoquiste al mes de PO (HE,
escala=500 ym). (B) Detalle del epitelio cubico preservado (Ck7, escala=50 um), y (C) pancreas exocrino
con atrofia parcial en la que se observa contenido de cimdégeno en algunos acinos (*) asi como
componente inflamatorio agudo (flecha, HE, escala=50 pm). (D) Seccion del Wirsung en pancreas distal
de un animal al mes de PO rodeado de tejido fibroso y metaplasia acino-ductal (Ck7, escala=200 ym) y
(E) detalle del aplanamiento del epitelio del ducto en caso de sellado completo (Ck7, escala=50 ym) y (F)

atrofia exocrina total (HE, escala= 50 ym).
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Figura 39| Aspecto macroscépico y microscopico del animal que presenta un pseudoquiste. (A)
Pancreas macroscopico del animal en el que se identifica un pseudoquiste (flecha) y dos
bolas de coagulacién (asteriscos blancos). Porcion de pancreas uncinado cortada
artificialmente. (B) Canalizacion del ducto a pancreas distal y proximal desde el interior del
pseudoquiste. (C) Detalle de la pared del pseudoquiste formada por una capa de tejido
conjuntivo sin epitelio (“F”) y (D) pancreas distal (“Pd”) ligeramente atréfico con conducto de

Wirsung permeable (“W”) no dilatado. (HE, escala=500 um).

5.2.4 Analisis immunohistoquimico

La baja expresion de caspasa-3 en el pancreas distal y proximal al mes de PO indicé que la
actividad apoptética no era significativa al mes de PO. Ademas, la respuesta apoptética a los 6

meses fue casi imperceptible, por lo que no se cuantificd la expresion (ver figura 40 D-F).
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A diferencia de la actividad apoptoética al mes de PO, se observé un aumento de expresion de
citoqueratina-7 en el epitelio de los pseudoductos del pancreas distal en relacion con el
pancreas proximal que se localiza en el epitelio del ducto centroacinar (figura 40 G-H).
A los 6 meses de PO, la expresion de citoqueratina-7 se mantuvo elevada (ver figura 40-I)
aunque mucho mas localizada, lo que sugiere un reemplazo de tejido acinar por tejido fibroso,
el cual que se confirmé por un lado con la tincién Tricrdmica de Masson (ver figura 40 M-O) y
por otro en el analisis cuantitativo (ver apartado 5.2.5). La tincion tricrdmica mostrd
preservacion del citoplasma acinar en el pancreas proximal (tefido de color rosa en la figura
40-M); se reduccion significativa al mes de PO en el pancreas distal, asi como un aumento de
tejido delimitando las agrupaciones de pseudoductos (ver figura 40-N). A los 6 meses de PO el
aumento de tejido fibrético o conectivo se hizo mucho mas evidente, delimitando las
agrupaciones de pseudoductos por bandas fibrosas de color azul y por la presencia de islotes
en color rosa (figura 40-0).
En cuanto a la expresion de insulina en el pancreas distal, en una primera impresion se
observd un ligero aumento en el numero de islotes y en el tamafio de estos en relacién con el
pancreas proximal que se hacia mas evidente a medida que transcurria el PO (ver Figura 40 J-
L). La cuantificaciéon real del area de insulina confirma estos hallazgos (ver apartado 5.2.5).
También se observé un aumento en el tamafio medio de los islotes en el pancreas proximal.
A nivel morfolégico, se observé a los 6 meses un cambio en el aspecto de los islotes,
presentando una morfologia menos preservada en el pancreas distal, aunque la deteccion de
los islotes con insulina es normal. Ademas, el analisis de las imagenes sugiere que hay un
aumento del numero de islotes pequenos y células aisladas positivas para Insulina (ver figuras

40-1 y 40-C).
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Figura 40| Tincion de HE y Tricrémica de Masson e immunohistoquimica de K3, Ck7 y | del pancreas
proximal (a, d, g, j, m) y del pancreas distal al mes de PO (b, e, h, k, n) y a los 6 meses de PO (c, f, i, I, 0).
No se observa actividad apoptética en el pancreas distal al mes y a los 6 meses de cirugia (e-f). La
expresion de Ck7 en la pared de los pseudoductos aumenta significativamente en el pancreas distal al mes
de la cirugia y se mantiene elevada a los 6 meses (h-i) aunque parece que hay un reemplazo por tejido
fibrotico a los 6 meses (0). A nivel endocrino, se observa preservacion de la expresion de | en el pancreas

distal al mes y a los 6 meses en el pancreas distal y proximal.
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5.2.5 Analisis morfométrico y cuantitativo

Para el analisis cuantitativo de las muestras se consideraron tres cortes por animal: uno del
pancreas proximal “P” y dos del pancreas distal “D1” y “D2”. Sin embargo, teniendo en cuenta
que no se observaron diferencias significativas en el comportamiento entre las zonas D1y D2,
los resultados se exponen de manera conjunta y se referencia de aqui en adelante como
pancreas proximal y distal (ver anexo 1-C).

Las figuras 41 y 42 muestran los resultados obtenidos del analisis cuantitativo de expresion de
citoqueratina-7 (Ck7) e insulina (I) en el pancreas distal y proximal. Los resultados de Ck7 e
insulina estan expresados en mm?2/ seccidn transversal del pancreas (area total de pancreas)

para cada zona de estudio.

A pesar de que en el analisis immunohistoquimico (ver apartado 5.2.4) y en la cuantificacion de
expresion, se observa un aumento de expresién de Ck7 a 1 mes de cirugia, en el pancreas
distal de los animales operados; estadisticamente no hay diferencias significativas respecto al
grupo control (ver figura 41). Sin embargo, al comparar los valores de expresion de Ck7 en el
pancreas distal al mes de la cirugia con el pancreas proximal, se observa un aumento
significativo con valores de hasta el doble de expresion (6,38 £ 0,92 mm2 y 3,24 £ 0,79 mm?2
distal y proximal; respectivamente, p<0,05). Este aumento se corresponde histolégicamente
con el aumento de expresion de Ck7 en el epitelio de los pseudoductos del pancreas distal
producto del proceso de metaplasia acino-ductal observado.

En el caso de los animales con supervivencia de 6 meses, los resultados muestran como se
reduce significativamente la expresion de Ck7 (p<0,05) en la seccidn de pancreas distal (3,11 £
0,50 mm2) en comparacién con el control proximal de los mismos sujetos (6,02 + 1,51 mm?2) y

con el grupo control de 6 meses (5,47+ 0,64 mm? de Ck7 en el pancreas distal). La media de
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expresion de Ck7 a los 6 meses en el pancreas distal de estos animales sometidos a
transeccidén alcanzé valores similares a la media de expresion observada en el pancreas
proximal de animales sanos (3,24 £ 0,79 mm2y 2,39 + 0,47 mm2; para el pancreas proximal del
grupo experimental y control a 1 mes de PO respectivamente). Por tanto, aunque en el analisis
immunohistoquimico veiamos zonas localizadas con mucha expresion de Ck7 la expresién por
seccion pancreatica disminuye, lo cual se asocia al reemplazo de los pseudoductos por tejido
fibrético y adiposo observado en el analisis histolégico.

Ademas, el analisis de los controles y del pancreas proximal de los animales sometidos a
transeccién, muestra como con la edad del animal se produce un aumento de expresion de

Ck7.
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Figura 41 |Area de expresion de citoqueratina-7 (Ck7) en mm2 por seccién pancredtica (proximal y distal)
y grupo experimental. Valores expresados como media + SD. Nétese un aumento significativo (*p<0,05)
de expresion Ck7 con la edad del animal (control y experimental 6 meses) en el pancreas proximal en
comparacioén con los controles al mes. Se observa un aumento significativo (*p<0,05) de expresion en el
pancreas distal en los animales operados de 1 mes de PO respecto su control proximal. Con el PO (a los
6 meses) se observa un descenso significativo (*p<0.05) de expresion de Ck7 en el pancreas distal en
comparacioén con los niveles de expresion al mes de PO y respecto el control a los 6 meses. Control 1
mes, np=4, ng=8; Exp 1 mes, np=7, ng=13; Control 6 meses, np=5 y n¢=14; Exp 6 meses np=5, ng=10.
Abreviaturas: “np” y “ng” tamafo de muestras para pancreas proximal y distal; respectivamente; y “Exp”

experimental.

Tal y como muestra la figura 42, los resultados obtenidos del analisis cuantitativo de expresion
de insulina por seccién pancreatica indican como el crecimiento del animal (en edad y peso)
estd asociado a un aumento significativo de expresion de insulina. Sin embargo, no se
observan variaciones de expresion de insulina significativas que puedan estar asociadas a la

cirugia, ni en el pancreas proximal ni en el distal.
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Figura 42 |Area expresion de insulina (I) en mm?2 por seccién pancredtica; proximal y distal; al mesy a los
6 meses de PO; asi como para los controles. Valores expresados como media + SD. Nétese un aumento
significativo (*p<0,05) en la media de expresion de | con el crecimiento del animal, respecto a los animales
operados y controles al mes. No se observan diferencias significativas de expresion entre pancreas
proximal y distal para cada grupo, asi como tampoco se evidencian diferencias de expresion entre
animales operados y controles. Control 1 mes, np=4, na=8; Exp 1 mes, npy=7, ng=13; Control 6 meses,
np=5, na=14; Exp 6 meses np=5, ng=10. Abreviaturas: “ny” y “nd” tamafo de muestras para pancreas

proximal y distal; respectivamente; y “Exp” experimental.

El tamafio medio del islote aumentd con el tiempo de supervivencia de los animales; a pesar de
que estadisticamente no se observan diferencias al mes de PO (figura 43-A) respecto el
control. Esta tendencia se evidencia en el pancreas proximal de los animales controles; en los
que el area media de islote aumenta de 522,08 £ 159,49 ym2 al mes de PO a 1119,34 +
436,89 um? tras 6 meses. De manera similar, se observa un aumento del tamafno medio del
islote en el pancreas proximal de los animales sometidos al procedimiento de 837,75 £ 196,75
pm?2 a 1497,45 + 465,37 um?2 al mes y 6 meses de PO, respectivamente.

A pesar de que no hay diferencias de expresion de insulina por seccidon pancreatica, el
comportamiento del tamafio medio de los islotes no es igual entre pancreas proximal y distal a
los 6 meses de PO. Los resultados indican como el tamafio disminuye significativamente en el
pancreas distal de los animales operados tras 6 meses de PO respecto su control en el

pancreas proximal. Ademas, se observaron diferencias significativas con el tamano medio de
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los islotes en el pancreas distal de los animales operados al mes y del control a 6 meses de
PO. La figura muestra como el tamano de los islotes disminuye hasta un valor medio de 446,09
+ 107,89 um2,

Estos resultados son consistentes cuando se analizan en el contexto de las imagenes de
immunohistoquimica B y C de la figura 43, las cuales muestran como en el pancreas distal de
los animales de 6 meses de PO aumenta el numero de pequefias agrupaciones de células que
son positivas para insulina, asi como células aisladas (ver flechas de las figuras 43-B y 43-C).
El aumento de éstas células aisladas comporta que el area media de islote disminuya aunque

se identifiquen islotes de igual tamafno que en el pancreas proximal.
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Figura 43| Figura representativa del tamafio medio de islote por seccién pancreatica y grupo

experimental. (A) Tamafio medio de islote (um2) en el pancreas proximal y distal; al mes y a los 6 meses

de PO; asi como para los controles. Valores expresados como media + SD. Se observa una tendencia de
crecimiento en el tamafio medio de los islotes con el PO, mas evidente en el pancreas proximal. Nétese
una disminucion significativa (*p<0,05) del tamafio medio de los islotes a los 6 meses en el pancreas

distal de los animales operados al comparar con el tamafo al mes de PO, respecto el pancreas proximal

del mismo grupo experimental o los controles. IHC de Insulina del pancreas proximal (B) y distal (C) de un

animal de 6 meses de PO. (Flechas: Células o agrupaciones celulares positivas para Insulina que no se

observan en el pancreas proximal del mismo animal). Control 1 mes, np=2, ng=3; Exp 1 mes, np=5, ng=13;

Control 6 meses, np=3, nd=7; Exp 6 meses np=4, ng=10. Abreviaturas: “ny” y “ns” tamafio de muestras para

pancreas proximal y distal; respectivamente; y “Exp” experimental.
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La figura 44 muestra la distribucion de tejidos por seccion pancreatica (area total) que engloba
el area de tejido conectivo y adiposo, area de parénquima pancreatico, area de metaplasia
acino-ductal e insulina.
Tal y como muestra la figura, se observé un aumento significativo del area total de pancreas
con el postoperatorio, sin diferencias entre controles y animales operados.
El area de parénquima pancreatico también aumenté con el PO en los controles asi como en el
pancreas proximal de los animales sometidos a la pancreatotomia media. Sin embargo, en el
pancreas distal se identificé histolégicamente un aumento en el area de metaplasia acino-
ductal al mes de PO que se redujo a los 6 meses hasta representar el 20% del area total, sin
presencia de parénquima pancreatico preservado.
De acuerdo a lo descrito en la figura 42, la figura 44 muestra el aumento en el area de insulina
con el crecimiento del animal (edad y peso) sin diferencias entre operados y controles, ni
tampoco entre pancreas distal y proximal.
En cuanto al area de tejido conectivo y adiposo no se observaron diferencias en los controles
entre proximal y distal, ni con el PO. Sin embargo, se observd un aumento significativo del area
de tejido conectivo y adiposo en los animales operados con el PO, tanto el pancreas proximal
como en el distal, aunque fue mucho mas evidente en el pancreas distal. A pesar del aumento
absoluto de expresion en el pancreas proximal de los animales operados, el porcentaje de area
de tejido conectivo respecto el area total no varia significativamente, con valores del 36% vy el
30% al mes y 6 de meses de PO. En cambio, el area media de tejido conectivo y adiposo en el
pancreas distal de los animales operados aumenta hasta representar el 80% a los 6 meses,

respecto al 43% al mes de PO.
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Figura 44 | Esquema representativo de la distribucién de expresion de los diferentes tejidos por seccion de
pancreas proximal y distal para los diferentes grupos experimentales. Los resultados se expresan como
area media en cm?; en el eje principal (Eje 7) se interpretan las areas de tejido conectivo y adiposo, asi
como el area de parénquima y metaplasia acino-ductal; asociado al area que expresa citoqueratina-7. En
el eje secundario (Eje 2) se leen los valores de insulina, también expresados en cm?. El area total de la
seccidn pancreatica corresponde a la suma de todas las areas. Obsérvese un aumento significativo de la
seccion de pancreas con el crecimiento del animal (grupo experimental y control a 6 meses) comparado
con los grupos a 1 mes. Ademas, se observa como en el pancreas distal del grupo experimental a 1 mes
disminuye el area de metaplasia acino-ductal en comparacion con el area de parénquima pancreatico
preservado en el proximal o el grupo control a 1 mes. También se observa como el area de metaplasia
acino-ductal sigue disminuyendo hasta los 6 meses de PO, aunque el area total de pancreas se mantiene

sin cambios respecto al proximal o al grupo control de 6 meses.
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Desde hace anos la aplicacion de corrientes eléctricas de radiofrecuencia (RF) ha
experimentado un creciente interés en el tratamiento de tumores sélidos no tratables
quirurgicamente (irresecables), especialmente en el higado, pero también en otros tejidos como
pulmén, rifdn, hueso, cerebro, pecho, glandula adrenal y bazo [255-263]. En cambio, la
aplicacion de RF en el pancreas continda siendo motivo de controversia, ya que algunos
autores sugieren que esta asociada a la aparicion de posibles problemas potenciales debido a
la anatomia e histologia del parénquima pancreatico [229]. A pesar de ello, dentro del contexto
quirurgico existen estudios que plantean la aplicacion de RF en el pancreas con dos objetivos
principales. Por un lado la ablacion focal de tumores irresecables, asi como tratamiento
paliativo del dolor, o para aumentar la supervivencia en algunos pacientes en los que no se
puede eliminar la enfermedad [235, 236]; y por otro lado como técnica para mejorar el sellado
de los ductos pancreaticos y evitar la formacién de fistulas pancreaticas en el plano de
transeccion de las pancreacetomias distales, teniendo en cuenta la capacidad de las lesiones
térmicas creadas por RF para sellar pequenos vasos y ductos [114, 239].

De hecho, algunos autores han sugerido recientemente la utilizacion de dispositivos basados
en RF, similares al que se emplea en éste estudio, para ambos objetivos, ablacion focal de
tumores pancreaticos y transeccién en pancreatectomias distales [114, 231, 232, 235, 241].
No obstante ningun estudio; a excepcion del realizado por nuestro grupo, posterior a esta
investigacion (descrito en el anexo 3) [264]; ha planteado la utilizacion de la RF en el sellado
del parénquima pancreatico a la altura de la vena porta, es decir, para una transeccion
corporocaudal similar a la que se haria en una duodenopancreatectomia.

Por tanto, hasta donde sabemos, esta investigacion representa el primer estudio de la literatura

en el que se realiza una transeccion del parénquima pancreatico a la altura de la vena porta
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(pancreatotomia media) mediante un dispositivo asistido por RF en modelo murino y en modelo
porcino. En ambos estudios se valora la capacidad de sellado del efecto térmico producto de la
electrocoagulacion por RF en el comportamiento histologico (endocrino y exocrino) del
pancreas distal a corto y largo plazo asi como el impacto en el indice de fistula pancreatica y
otras complicaciones.

Una de las hipétesis de estudio fue que el efecto térmico producto de la electrocoagulacién por
RF puede ser capaz de sellar eficazmente los conductos pancreaticos en ambos modelos
animales al realizar una pancreatotomia media en ausencia de anastomosis pancreatica, sin
identificar ni ligar previamente el conducto pancreatico principal y sin estar asociado a aparicion
de pancreatitis necrético hemorragica.

En contra de lo establecido por algunos autores [228, 229] que alertan de la aparicion de
pancreatitis necrético hemorragica con complicaciones severas por la utilizacion de RF en el
pancreas; no hemos observado ningun caso de pancreatitis necrético hemorragica ni de muerte
intraoperatoria en todo el estudio, por lo que los resultados sugieren que el procedimiento es
seguro en términos de complicaciones intraoperatorias y aparicion de pancreatitis necroético

hemorragica.

En cuanto a la aparicidn de fistula pancreatica (POPF), aunque no era un objetivo primario del
estudio y ante la ausencia de drenaje; se establecid6 como definicion de POPF en modelo
murino lo siguiente: niveles de amilasa tres veces superior al valor normal en suero a partir del
tercer dia de PO y caracterizado macroscépicamente por la presencia de colecciones o
abscesos con alto contenido en amilasa. De acuerdo con ésta definicidn, en modelo murino se
observé un aumento de amilasa en sangre al 3er dia de PO, el cual se normalizaba a la
semana sin sintomatologia clinica asociada. Ademas, en ningun caso se observaron

colecciones ni abscesos durante la necropsia.
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En modelo porcino, también se identific6 un aumento significativo de los niveles de amilasa
sérica a las 4 h y al 3er dia de PO respecto al nivel basal, que disminuy6 a la semana hasta

niveles similares al preoperatorio y se mantuvo bajo durante todo el postoperatorio.

De manera similar a lo descrito por otros autores tras la aplicacion de RF en el pancreas [114,
265], se observo un aumento temporal de los niveles de amilasa en LP sin correlacion clinica
hacia el 3er dia de PO que se estabilizaban a la semana de PO. Dos animales presentaron
una elevacion transitoria de la concentracion de amilasa en liquido peritoneal (LP) por encima
del limite establecido como POPF al 3er dia de PO, aunque ninguno de los estos dos animales
drend cantidades clinicamente significativas de liquido peritoneal con secreciones menores a
50 mL tras tres dias de PO, ni anomalias clinicas importantes (ni colecciones no drenadas o
signos de peritonitis durante la necropsia). Solo en un caso, se observé persistencia de los
valores de amilasa elevados a la semana, que histopatologicamente se correlacionaba con un
pseudoquiste que presentaba permeabilidad proximal y distal del conducto pancreético
principal. Ademas, se identificdé un patrén de atrofia parcial del parénquima exocrino del
pancreas distal; en el que se identificé contenido de cimdgeno en el interior de los acinos. Por
tanto, teniendo en cuenta éstos hallazgos, se considerd éste animal como un caso de sellado

fallido en el estudio.

A excepcion de éste caso, en el resto de animales; tanto en modelo murino como en porcino;
no se ha podido demostrar una correlacion entre el area de necrosis coagulativa y el aumento
de los niveles de amilasa. Basandonos en la experiencia de otros autores sobre el uso de RF
en el pancreas [114, 207, 265] y en el estudio histolégico del pancreas distal y proximal de
nuestros animales, podemos especular que esta elevacion de amilasa en el liquido alrededor
del parénquima tratado, totalmente asintomatica, podria ser consecuencia de la necrosis

coagulativa y citdlisis del parénquima de la superficie de transeccion, mas que de una fuga real
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de liquido pancreatico. Ademas, este proceso se ha descrito como los primeros cambios
histolégicos hacia la formacion de una capa de fibrosis madura que se identifica en el margen
de transeccion durante la necropsia de los animales. Por consiguiente, esta observacion
podria explicar la elevacion de la concentracion de amilasa en los dos animales diagnosticados
con fistula pancreatica grado A (17%) de acuerdo a los criterios establecidos por Bassi et al.

[38]

Como parte de las variables de estudio, se plante6 evaluar la respuesta tisular del pancreas
distal tras el procedimiento a corto y largo plazo. El analisis histologico del pancreas distal,
tanto en modelo murino como en modelo porcino, esta caracterizado por la atrofia total del
componente exocrino y la aparicion de pseudoductos, un proceso que ha sido descrito por
muchos autores en diferentes modelos experimentales [60, 68, 99, 266, 267] incluso en

modelos in vitro [248, 268, 269] como metaplasia acino-ductal [270].

Los resultados de expresion de caspasa-3 observados en el estudio en modelo murino
sugieren como el proceso de metaplasia acino-ductal se inicia con la activacion de un proceso
apoptotico p53 dependiente en el pancreas distal, tal y como han sido sugerido otros estudios
[59, 63]. Este proceso tiene un pico de actividad al 3er dia y comporta la progresion de la
atrofia. Ademas, algunos autores sugieren que la rapida respuesta apoptética acinar observada
en el pancreas distal esta inversamente relacionada con la severidad de dafo pancreatico.
Esto sugiere, que la induccion apoptética con éste procedimiento podria actuar como una
reaccion protectora a desarrollar pancreatitis aguda [271-274]. Del mismo modo, Girelli ef al.
[236] observaron que la obstruccion del conducto pancreatico por la presencia de un tumor
reducia el riesgo de pancreatitis aguda después de la ablacién focal por RF. Por lo tanto, la

eliminacion de las células acinares por un proceso apoptédtico dependiente después de la
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ablacion por RF y la posterior seccion de todo el parénquima podria explicar por qué este
modelo no esta asociado a aparicidon de pancreatitis necrético hemorragica, a diferencia de lo
descrito por Elias et al. [229] quienes observaron aparicion de pancreatitis necrotico

hemorragica en dos pacientes tras tratar multiples metastasis con ablacion por RF.

De acuerdo a la literatura, la metaplasia acino-ductal esta caracterizada por la coexpresion de
marcadores epiteliales entre ellos citoqueratina-7, y marcadores propios de células acinares;
como amilasa o PDX-1 (pancreatica o duodenal homeobox-1) [248]. A pesar de que nuestro
estudio no ha valorado la coexpresion de éstos marcadores, el analisis immunohistoquimico
muestra expresion de citoqueratina-7 (Ck7) en los pseudoductos del pancreas distal en modelo
murino y porcino. Los resultados del analisis cuantitativo en ambos modelos, de acuerdo con lo
publicado por otros autores [60, 62]; sugiere que en PO temprano (hasta los 15 dias) se
produce un aumento significativo de expresion de Ck7 asociado precisamente al proceso de
metaplasia acino-ductal. Sin embargo, los resultados también sugieren que a las 3 semanas
en modelo murino y hacia el mes en modelo porcino se produce un descenso de expresion que
algunos autores asocian al aumento de tejido fibrético y a la infiltracién de tejido adiposo [61,
62]. Esta evolucion de la metaplasia acino-ductal se observa también en el PO tardio (6 meses)

mediante la tincion Tricromica de Masson en el pancreas distal del modelo porcino.

Por consiguiente, a pesar de las diferencias entre los dos modelos, parece ser que la atrofia
progresa de manera similar tanto en modelo murino como en porcino, aunque a diferente
velocidad. La evolucién temporal de la respuesta tisular del tejido exocrino frente a la oclusion
del ducto primario y secundarios con RF, parece estimular un proceso de metaplasia acino-
ductal que con el PO tardio (6 meses en modelo porcino) desencadenaria el reemplazo de los

pseudoductos por tejido fibrético y posterior metaplasia grasa. En este sentido Calvelti-Weder
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et al. [244] han descrito la regeneracion del tejido exocrino tras el proceso de atrofia, asi como
otros autores sugieren la capacidad regenerativa del pancreas exocrino tras otros
procedimientos [81, 97, 98, 271, 275-277]. Sin embargo, tras estudiar el modelo de ligadura
empleado por Cavelti-Weder ef al. [244] y en base a nuestra experiencia en modelos similares,
creemos que la anatomia del pancreas murino dificulta la ligadura del ductos secundarios y por
lo que no se produce una atrofia exocrina total, con presencia de acinos preservados tras 15
dias de la ligadura. La ausencia de atrofia completa del pancreas distal podria estimular la
regeneracion del tejido exocrino y permitiria el drenaje de jugos pancreaticos a tracto

gastrointestinal a pesar de mantener la ligadura original tras 12 meses de PO.

Nuestros dos modelos experimentales, al mantener totalmente intacto el pancreas proximal no
permiten valorar la funcidon exocrina ni la necesidad de administracion de enzimas digestivas.
Sin embargo, Di Magno et al [176] demostraron que la esteatorrea (un tipo de diarrea,
caracterizada por la presencia de secreciones lipidicas en las heces fecales) no ocurre hasta
que la lipasa se reduce entre el 5-10% respecto el flujo normal. Pero en las situaciones en que
la funcion exocrina se reduce, la habilidad en la digestion de grasas es el factor determinante
que causara las complicaciones clinicas y sintomatologia mas relevante. En este sentido, ante
la posible insuficiencia exocrina tras el procedimiento, se podria establecer un cambio en los
habitos en el consumo de alcohol y dieta, asi como la administracion oral de enzimas
pancreaticas durante las comidas para compensar la falta de enzimas enddgenas [175]. A
pesar de que la duodenopancreatectomia tiene como objetivo preservar la funciéon exocrina,
algunos autores [31, 42, 278, 279] han publicado series clinicas en que la
duodenopancreatectomia y la anastomosis pancreaticogastrica puede estar asociada a la

aparicion de insuficiencia exocrina por la estenosis de la anastomosis; si bien; no se ha
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observado insuficiencia endocrina en los pacientes hasta los 3 afnos de PO, aunque si atrofia

del pancreas distal, resultados que contrastan con los publicados por Tran ef al. [55].

En cuanto al comportamiento del tejido endocrino, los resultados obtenidos en el estudio en
modelo murino estan en la linea de los publicado por Wang ef al. [68], en los que se reportd un
aumento significativo de micro-islotes (<1000 pm2) o células 3 aisladas en el pancreas distal
tras la transeccion pancreatica. Aunque en nuestros resultados obtenidos en modelo murino
[280] hablamos de micro-islotes; de acuerdo a la definicion establecido por Wang ef al.,
creemos mas apropiado hablar de agrupaciones de células B y no de islotes; ya que no se ha
valorado la presencia de otro tipo de células endocrinas que conforman un islote de

Langerhans.

En modelo porcino, con el crecimiento del animal (edad y peso) se observé un aumento en el
area de expresion de insulina en el pancreas distal y proximal de los animales operados, sin
diferencias significativas respecto los controles. Este comportamiento fue similar al observado
en modelo murino, asi como a lo descrito por otros autores [244, 281]. En cuanto al tamafo de
los islotes a los 6 meses de PO, se identificd un descenso significativo del tamafno medio en el
pancreas distal respecto al control proximal intrasujeto, al control distal de 6 meses e incluso
respecto al tamafio medio de los islotes al mes de PO. A pesar de que el analisis cuantitativo
podria sugerir una reduccion del tamafo de los islotes por la cirugia, el analisis histologico
muestra como la reduccién del tamafio medio de los islotes esta asociado al aumento del
numero de islotes pequenos o agrupaciones de células 3, que se hace mas evidente a los 6
meses de PO, y no a la desaparicidn de islotes de mayor tamafno, los cuales se preservan en el
pancreas distal aunque algunos de ellos con patréon morfolégico diferente [101, 102].

A pesar de que el modelo experimental utilizado en ambos estudios no nos permite saber si

los islotes del pancreas distales son totalmente funcionales, tal y como sugieren Gooszen ef al.
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[101] o Tran ef al [55] por la disrupcion de los islotes por tejido fibrético, los resultados
sugieren que la respuesta tisular del pancreas distal no evita el crecimiento de los islotes
comparado con pancreas sano, ya que el area de insulina en el pancreas distal de los animales
operados no muestra diferencias significativas respecto los controles ni respecto el pancreas
proximal. Por tanto, tampoco podemos asociar el proceso de atrofia del pancreas distal a la
disminucion de masa endocrina [244]; una de las principales caracteristicas de la diabetes [65,
282-284].

Recientemente, algunos autores han planteado nuevas estrategias terapéuticas para la
diabetes en base a modelos experimentales, en los cuales se han identificado células B
aisladas y pequefias agrupaciones en modelo murino y porcino. Algunos de estos estudios
emplean modelos de la ligadura del ducto pancreatico [68-70] o pancreatectomia parcial [81-
84, 97, 281, 285], asi como estudios in vitro [286, 287] y modelos transgénicos [70, 86, 95, 288-
290]. Sin embargo, a pesar de que existen muchos estudios que plantean éstas nuevas
estrategias terapéuticas, el mecanismo por el cual ocurre la regeneracidbn es motivo de
controversia. Algunos estudios han sugerido que la regeneraciéon se produce por replicacion o
expansion de islotes y células  pre-existentes [65, 80, 81, 83, 85, 91, 92], aunque otros hablan
de neogénesis de células progenitoras exocrinas, un proceso que implica células madres de
tejido facultativo como acinos [94-96], células ductales [68, 87, 88, 97-99] o centroacinares,
incluso por transdiferenciacion de otro tipo de células endocrinas [69, 70, 86]. Algunos estudios
recientes consideran que se pueden producir ambos mecanismos de regeneracion aunque en
diferentes estadios y que la proporcion entre regeneracién o B-neogénesis puede variar en
funcién del procedimiento, la especie y la edad [65, 291-293]. En nuestro estudio en particular,
la ausencia de marcadores especificos, asi como la pre-existencia de islotes en el pancreas
distal y proximal antes del procedimiento [65, 292, 294]; no permite establecer el origen de

éstas células 3, ni el estado de maduracion o la funcionalidad, ya que no sabemos si expresan
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factores asociados a la maduracion de los islotes [97, 292]. A pesar de ello, los resultados del
estudio sugieren que el sellado del parénquima pancreatico con RF estimula la aparicion local
de nuevas células 3 en el pancreas distal [65, 68, 69, 81], aunque cuantitativamente no tiene un
impacto significativo en el area total de expresion de insulina por seccion. Esto contrasta con
los resultados de Lee ef a/. [81] quienes observaron replicacion de células B en toda la glandula

tras realizar una pancreactectomia parcial.

En cuanto a la funcionalidad de los islotes y su capacidad para mantener el balance glucémico,
la ausencia de diferencias significativas en la concentracién de glucosa del suero sugiere una
preservacion de la funcion endocrina del pancreas. Sin embargo, la presencia y preservacion
del pancreas proximal tras realizar la transeccion del parénquima a la altura de la vena porta,
limita la valoracion de la funcion endocrina, ya que existen estudios que establecen que menos
del 40% de la masa endocrina es suficiente para mantener la normoglucemia [84, 86, 105,

295].

Zhou et al. [95] consideraron que la falta de organizacion de las nuevas células f formando
islotes (células B aisladas o pequefas agrupaciones) afecta a su funcionalidad, al inhibir la
secrecion de insulina basal y aumentar la secrecion de insulina estimulada por glucosa [296].
Por el contrario, un estudio reciente [297] sugiere que la neogénesis de células B es un posible
contribuyente a la respuesta compensatoria ante la resistencia a la insulina en ausencia de
diabetes diagnosticada. Incluso algunos autores sugieren que pacientes con resistencia a la
insulina pueden aumentar la secrecion de las células B para satisfacer la creciente demanda de
insulina y no desarrollar diabetes [298]. Este poder adaptativo del pancreas endocrino encaja
con estudios en los que a pesar de inducir la atrofia del pancreas, se sugiere que no hay un
deterioro de la tolerancia a la glucosa [56, 101-104, 299-301]. Por el contrario, otros autores

mantienen que la oclusion del ducto esta asociada al desarrollo de diabetes [55, 67, 302].
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Otro hito importante de nuestro trabajo era evaluar la seguridad, manejabilidad vy
funcionamiento del dispositivo de RF en un modelo experimental de transeccion del
parénquima pancreatico a altura de la vena porta. Los resultados en modelo murino y porcino
sugieren que el dispositivo funciond correctamente en términos de usabilidad. Para la
aplicacion en un modelo de animal pequeno seria recomendable un dispositivo con un
electrodo de menor diametro para poder coagular de manera mas precisa. Sin embargo, el
dispositivo de 3 mm de diametro demostré6 ser un sistema eficaz en modelo porcino al
conseguir un sellado eficiente ante un ducto de mayor tamafo, similar al que nos
encontrariamos en la aplicacion clinica.

El efecto de sellado observado en este estudio fue debido a que la necrosis coagulativa
provoco la retraccion de las fibras de colageno lo que permitié el sellado de vasos y ductos en
la zona del plano de transeccion (ver figura 45), un efecto que se ha demostrado en otros
organos como el hepatico [223, 224, 226] o en pancreatectomia distales [114, 241]. Los
resultados de nuestro estudio sugieren que el patron histopatolégico del margen de transeccion
esta caracterizado por un ligero infiltrado inflamatorio y una capa de fibrosis que rodea la
necrosis coagulativa, lo cual ha sido también observado por otros autores tras una semana del
empleo de técnicas de hipertermia sobre el parénquima pancreatico [198, 303-305]. Estos
hallazgos histologicos podrian ser el primer paso para la formacion de la espesa capa de
fibrosis que rodea la superficie del remanente pancreatico y que hemos podido observar un
mes después de la intervencion en todos los animales. Esta fibrosis es la base de la capacidad
de sellado de los dispositivos asistidos por RF y otras fuentes de energia térmica permitiendo el
sellado total de ducto pancreaticos principales y secundarios reduciendo la probabilidad de
fistula pancreatica y el dafo de ésta [306-308]. Ademas, la utilizacion de un unico dispositivo

para el corte, sellado y hemostasia de la superficie seccionada, facilita el manejo quirargico.
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Plano de Contraccién -
transeccién de colageno Fibrosis
/ Electrodo
Ducto |/ Sellado
Parénquima
A B C D

Figura 45| Figura representativa del efecto térmico de la RF hacia el sellado de los ductos pancreaticos.
Notese que el efecto térmico de la RF (B), provoca la retraccion de las fibras de colageno (C) y forma una

capa de fibrosis (D) que permiten el sellado de los ductos primarios y secundarios.

De acuerdo a otros autores [41, 48, 308-311], la ausencia de anastomosis del remanente
pancreatico puede prevenir muchas de las complicaciones asociadas a |la
duodenopancreatectomia, ya que en el caso de fistula pancreatica del remanente, la gravedad
es menor que cuando se origina de la anastomosis a duodeno ya que no se produce la
activacion de las enzimas pancreaticas. Ademas, tal y como sugieren gran parte de los
cirujanos, la maniobra mas complicada durante la duodenopancreatectomia corresponde a la
anastomosis. Por consiguiente, parece ser que la simplificacion de éste técnica podria
representar un beneficio para cirujanos con limitada experiencia en éste procedimiento [312] o
para evitar la anastomosis en aquellos pacientes que tengan una predisposicién a desarrollar
fistula pancreatica [33, 34, 36, 90, 107, 108]. En linea con estos autores [313], un estudio
prospectivo reciente concluye que la ligadura, a pesar de estar asociada a indices de
morbilidad mayores que la anastomosis, puede ser una buena alternativa en determinadas
circunstancias. Es por eso, que a pesar de que los resultados de éste estudio no son
concluyentes, lo observado en este trabajo y los resultados obtenidos del estudio comparativo

[264] sugieren que la transeccidn del parénquima pancreatico mediante un dispositivo asistido
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por RF refrigerado internamente puede ser una herramienta capaz de simplificar la maniobra

quirurgica y de reducir las complicaciones asociadas a éste tipo de procedimientos.

Limitaciones del estudio

Una de las limitaciones fundamentales de estudio esta asociada a la extrapolacion del
modelo porcino a la experiencia clinica. Como han descrito otros autores [314] el pancreas
porcino puede considerarse una situacion “ideal” desde el punto de vista del cirujano, debido a
la presencia exigua de grasa peripancreatica y a su relacién no tan “intima” con los vasos
esplénicos, menos comparable con la anatomia humana. De hecho, estas caracteristicas
pueden facilitar su diseccion, pero no su transeccion. Ademas, el porcino es el modelo animal
mas universalmente aceptado y utilizado como aproximacion a la cirugia pancreatica humana
[198, 207]. En linea con los modelos animales empleados, no se ha identificado en ningun

caso el conducto pancreatico principal previamente a la transeccion, si no que se ha realizado

la transeccion en base al modelo anatémico descrito.

En cuanto al pancreas endocrino, aunque la capacidad de regeneracion de islotes se ha
descrito en roedores y cerdos, la capacidad regenerativa en los islotes humanos tras una
