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I-Introduccion

1. PANCREATITIS AGUDA.

1.1. Definicion.

El pancreas es una glandula con una longitud que oscila entre 15-23 cm
y con un peso entre 70 y 150 g en el adulto. Est4 ubicado en el retroperitoneo,
en contacto con otros 6rganos como el duodeno, al cual estid unido en el asa
duodenal, el estbmago en su porcidén superior, el bazo en la zona de la cola, el
colon transverso por delante y el rifién izquierdo (Fig. 1).

Presenta una doble funcion, endocrina y exocrina. Su funcién como
glandula endocrina se debe a que el 1-2% de sus células son capaces de
secretar hormonas en un pancreas adulto, la mayor parte dispuestas en los
islotes de Langerhans. El pancreas endocrino esta constituido en un 60-75%
por células p que segregan insulina 'y en un 20-25% por células o que segregan
glucagoén. El resto son células y y pp que segregan somatostatina y péptido
pancreatico respectivamente. La mayor parte del tejido pancreatico esta
compuesto por células acinares que se encargan de la secrecion de enzimas
digestivas.

Las caracteristicas histologicas y funcionales del pancreas permiten la
diferenciacion de su patologia segun se afecte la parte endocrina o exocrina.
Entre los procesos patologicos que afectan a la parte endocrina, destaca la
alteracion de las células B que es la causante de la diabetes mellitus. Las
afectaciones de la parte exocrina son fundamentalmente de origen inflamatorio
y tumoral. Dentro de la patologia inflamatoria, por su frecuencia y repercusion,
destaca la pancreatitis aguda sobre la cronica.

Los procesos Infla.m.atorlos del Figura 1.- Localizacién del pancreas.
pancreas estan originados por 3

diversos factores etiologicos, S0

Vena Cava
Inferior vena Aorta
|

== |
algunos de los cuales pueden dar "f /r\ Pancrens
lugar tanto a pancreatitis aguda '/ g e
como cronica. La pancreatitis aguda /% /’
(PA) es una enfermedad con un _ Péncreas
. Fnr Pancreaticos i “ _
amplio espectro clinico. En la DE:‘EJLLFT 3 N

mayoria de los casos la
enfermedad es leve, autolimitada y i
mejora en pocos dias con medidas
terapéuticas sintomaticas. No obstante, en algunas ocasiones se desarrolla de
forma subita como un cuadro de extrema gravedad y resistente a todo tipo de
tratamientos. Esta versatilidad en la presentacién, en la etiologia y en la
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evolucion clinica de la PA no ha facilitado su estudio. La primera explicacién de
la pancreatitis aguda fue realizada por Fitz en 1889, tras ella se han efectuado
muchos intentos de clasificacion de la enfermedad, teniendo en cuenta criterios
post-mortem o hallazgos operatorios.

Desde principios de los afios sesenta se ha intentado unificar criterios de
diagndstico, prondstico, severidad y manejo de los pacientes con pancreatitis,
realizando numerosas reuniones multidisciplinares de consenso que han
incluido profesionales de todas las ramas de la salud y la medicina. El punto
culminante a estas reuniones tuvo lugar en el Simposio de Atlanta (Bradley,
1993), destacando que las definiciones, los criterios y las clasificaciones
publicadas en esta reunidon de expertos siguen vigentes actualmente. Con
posterioridad a esta reunidén, se han revisado términos para incorporar
conceptos modernos de la enfermedad, abordar areas de confusion, mejorar la
evaluacion clinica de la severidad de la enfermedad y ayudar a la implantacién
de nuevos tratamientos (Dervenis, 2000; Uhl y cols., 2002; de Madaria y cols.,
2010; Banks y cols., 2013). En base a estas ultimas revisiones se han
establecido nuevas definiciones.

Pancreatitis aguda: proceso inflamatorio agudo del pancreas, con
afectacion variable de otros tejidos regionales y sistemas organicos alejados.
Se manifiesta por la aparicion subita de dolor abdominal acompafiado con
frecuencia por vomitos, fiebre, taquicardia, leucocitosis, asi como elevacion de
las enzimas pancreéticas en sangre y/u orina.

A nivel morfoldgico la pancreatitis aguda de divide en dos tipos:

Pancreatitis instersticial edematosa: se caracteriza por un aumento
difuso del parénquima pancreatico debido al edema inflamatorio, acompafnado
normalmente de cambios inflamatorios en la grasa peripancreatica. También es
comun la aparicion de fluidos peripancreaticos. Los sintomas suelen revertir en
la primera semana (Singh y cols., 2011).

Pancreatitis necrotizante: en el 5-10% de los casos se produce la
inflamacion y la necrosis del parénquima pancreatico, del tejido peripancreatico
o de ambos (Banks y cols., 2013). La evolucién de la necrosis es variable,
puede permanecer estéril o llegar a ser infecciosa, tener una apariencia sélida
o liquida, o ser persistente o desaparecer a lo largo del tiempo. Los pacientes
con pancreatitis necrotizante presentan un aumento en la morbilidad y en la
tasa de intervenciones comparado con los pacientes que desarrollan la
pancreatitis intersticial (Bollen y cols., 2012). La tasa de mortalidad en la
pancreatitis necrotizante asciende al 17% respecto al 3% que presenta la
pancreatitis intersticial edematosa (Pandol y cols., 2007). El indice de
mortalidad dentro de la pancreatitis necrotizante es mayor en aquellos
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pacientes que han desarrollado necrosis infecciosa respecto a la necrosis
estéril, aproximadamente un 30% frente a un 12% respectivamente (Pandol y
cols., 2007).

Si tenemos en cuenta la severidad de la enfermedad, el criterio de
clasificacion depende de la presencia o no de fallo organico y de su duracién
y/o de la aparicion de complicaciones locales o sistémicas. Esta clasificacion
distingue tres tipos de grados de severidad:

Pancreatitis aguda leve: pancreatitis aguda caracterizada por la
ausencia de fallo organico y complicaciones sistémicas. Histologicamente se
presenta como edema intersticial y revierte en la mayoria de los casos en fases
tempranas de la enfermedad. Constituye aproximadamente el 85% de los
casos de la practica clinica y su mortalidad es del 3% (Singh y cols., 2011).

Pancreatitis aguda moderadamente grave: pancreatitis aguda que
cursa con fallo organico transitorio (revierte en menos de 48 horas) o
complicaciones locales o sistémicas en ausencia de fallo organico persistente.
La pancreatitis aguda moderadamente grave puede resolverse sin intervencion
o bien requerir el tratamiento prolongado de un especialista, como ocurre en la
necrosis estéril sin fallo organico. La mortalidad en este tipo de pancreatitis
aguda es mucho menor que en la pancreatitis aguda grave (Vege y cols.,
2009).

Pancreatitis aguda grave: pancreatitis aguda que en su evolucion se
caracteriza por la aparicion de fallo organico persistente, simple o multiple, y/o
complicaciones sistémicas y/o complicaciones locales. Histol6gicamente se
pueden apreciar areas de necrosis y hemorragia pancredtica y peripancreética,
(Schélmerich y cols., 1993). Los pacientes que desarrollan fallo orgénico
persistente a los pocos dias del inicio de la enfermedad presentan un elevado
riesgo de mortalidad, 36-50% (Mofidi y cols., 2006). La mortalidad en la
pancreatitis aguda grave se incrementa en aquellos pacientes con fallo
organico persistente y que ademas desarrollan necrosis infecciosa (Pandol y
cols., 2007; Petrov y cols., 2010).

El fallo organico viene definido por el analisis de tres sistemas organicos,
el sistema cardiovascular, el sistema respiratorio y el sistema renal. Se
considera fallo organico cuando uno de estos tres sistemas presenta un
marcador o score de dos o0 mas en el sistema de puntuacion modificado de
Marshall (tabla 1) (Marshall y cols., 1995). Este sistema de puntuacién, junto
con el SOFA (Vincent y cols., 1996), es util en una enfermedad dinamica como
la pancreatitis aguda porque permite una reevaluacion diaria y objetiva del
estado del paciente (Vincenty cols., 1996).
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Tabla 1.- Sistema de puntuacién modificado de Marshall.

Sistema Score Score Score Score Score
organico 0 1 2 3 4
Respiratorio
(PaO,/FiOy) >400 301-400 | 201-300 | 101-200 <101
Renal

(creatinina <134 134-169 | 170-310 | 311-439 >439
sérica, pmol/L)

Cardiovasc.

(presion >90 <90 <90 <90 <90
sistolica, con sin pH<7,3 | pH<7,2
mmHg) respuesta | respuesta

de fluido | de fluido

A la hora de evaluar la severidad de la pancreatitis aguda para aplicar el

tratamiento idéneo, también es necesario conocer las distintas complicaciones,
a nivel local y sistémico, que acontecen en el desarrollo de la enfermedad.

Complicaciones sistémicas:
Coagulacion intravascular diseminada (CID):
Plaquetas < 100 000/mm?
Fibrindgeno < 80 pg/ml.
Productos de degradacion del fibrinogeno (PDF) > 80 pg/ml.
Alteraciones metabdlicas severas:

Calcemia < 1.87 mmol/L o 7.5 mg/dl.
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Complicaciones locales:

Necrosis pancreatica: area local o difusa de parénquima pancreatico no
viable, asociado de forma caracteristica a necrosis grasa peripancreética. La
tomografia axial computarizada (TAC) con contraste intravenoso es la
exploracion mas apropiada para su evaluacion (Clavien y cols., 1988; Spanier y
cols., 2010), considerandose criterio diagnéstico de necrosis la presencia de
zonas bien delimitadas de parénquima pancreatico no realzadas tras la
administracion del contraste (focales o difusas, que midan mas de tres
centimetros o que afecten a mas del 30% del pancreas) (Balthazar y cols.,
1990). La sensibilidad de esta exploracién para el diagndstico de necrosis es
superior al 90%, por lo cual esta considerada como el patron de referencia para
la valoracién de esta complicacion (Bradley y cols., 1989). Macroscopicamente
se aprecian areas de tejido pancreatico desvitalizado y necrosis grasa
peripancreatica, bien superficiales y dispersas o bien profundas y confluentes.
MicroscOpicamente se caracteriza por una extensa necrosis grasa intersticial,
lesiones vasculares y necrosis del parénquima que afecta a las células
acinares, a los islotes y a los conductos pancreéticos.

Coleccion fluida peripancreéatica aguda: acumulacion de liquido en o
cerca del pancreas que aparece de forma temprana en el curso de la
pancreatitis aguda intersticial edematosa. De forma caracteristica carece de
una pared de tejido fibroso o de granulacién que la delimite, lo que la diferencia
del pseudoquiste pancreatico. La mayor parte evoluciona hacia su reabsorcion
espontanea, aunque puede progresar a pseudoquiste (Lenhart y Balthazar,
2008).

Pseudoquiste pancreatico: coleccidon de jugo pancreatico limitada por
una pared de tejido fibroso o de granulacién. De forma ocasional se hace
palpable a la exploracion abdominal y su caracteristica mas importante es la
presencia de una pared bien definida observable mediante ecografia o TAC.
Esta complicacion requiere al menos un periodo de tiempo de 4 6 6 semanas
desde el inicio de la PA.

Coleccion necroética aguda: coleccion que contiene cantidades
variables de liquido y tejido necrético que aparece durante las primeras cuatro
semanas de la enfermedad. A partir de la primera semana es posible distinguir
entre la coleccion fluida y la coleccion necrdtica mediante resonancia
magnética, debido a la presencia de material solido en la coleccion.

Necrosis walled-off (WON): este tipo de complicacién local de la PA
consiste en una coleccion encapsulada de necrosis pancredtica o
peripancreatica en una pared bien definida de origen inflamatorio. La
maduracién de esta coleccion ocurre a partir de la cuarta semana desde el
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inicio de la pancreatitis necrotizante. Esta formada por parénquima pancreético
y/o tejido peripancreatico necrotico, acompafiado en la mayoria de los casos
con un proceso infeccioso. La nomenclatura previa de esta complicacion
recibia términos como necrosis pancreatica, necroma, pseudoquiste asociado
con necrosis 0 necrosis pancreatica subaguda (Hariri y cols., 1994; Baron y
cols., 1996; Petrakis y cols., 2000).

Ascitis: La ascitis pancreatica es un término que se reserva para
denominar la presencia de gran cantidad de liquido peritoneal rico en enzimas
pancredticas. Se produce por un desgarro del conducto pancreético o de un
pseudoquiste, con posterior vertido del jugo pancreatico a la cavidad
abdominal. El liquido ascitico es hiperproteico (mas de 30 mg/ml) y rico en
amilasas.

1.2. Epidemiologia y etiologia.

La pancreatitis aguda es una enfermedad de gran importancia debido a
su frecuencia relativamente alta, y a una incidencia creciente en nuestros dias.
En Estados Unidos fue la causa mas frecuente de ingreso hospitalario de
origen gastrointestinal en 2009 con 275000 hospitalizaciones (Peery y cols.,
2012), mas del doble de ingresos que se contabilizaron en 1988 (Yang y cols.,
2008). A pesar de las dificultades de ratificar los estudios epidemioldgicos por
las variaciones geograficas, los métodos de diagndéstico y la contabilizacién de
brotes repetidos, los datos estudiados muestran una incidencia anual de 13 a
45/100000 personas (Yadav y Whitcomb, 2010; Satoh y cols., 2011; Shen y
cols., 2012). En Espafia, del total de urgencias médicas se calcula que del 0,2-
0,6% son pancreatitis aguda y suponen del 0,7 al 4% de los ingresos
hospitalarios (Aparisi y Raga, 1991).

La etiologia de la enfermedad es variada, encontrandonos con dos
principales causas etioldgicas, las enfermedades de origen biliar y el
alcoholismo. Un 10% son debidas a causas no comunes como procedimientos
quirargicos, infecciones, toéxicos o isquemia, y de un 10% a un 30% no se llega
a encontrar la causa, denominandolas pancreatitis agudas idiopaticas (Yadav y
Lowenfels, 2013). En los ultimos afos, ha cobrado mayor protagonismo la
obesidad como factor de riesgo en el aumento de la incidencia de la PA.
Individuos con una circunferencia abdominal mayor a 105 cm, tienen un riesgo
dos veces mayor a desarrollar PA respecto a aquellos individuos con una
circunferencia comprendida entre 75 y 85 cm. La obesidad también incrementa
la severidad y la mortalidad en la pancreatitis aguda (Hong y cols., 2011).

Las diferencias encontradas en la etiologia de la enfermedad se deben al
género, edad y raza. Aungue la proporcién, entre hombre y mujeres, de
desarrollar la PA es la misma, el sexo y la edad influyen en la base etiologica
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de la enfermedad. La pancreatitis de causa alcohodlica es méas comun en
hombres, aunque las diferencias de sexo se igualan si el consumo de alcohol
es similar (Lankisch y cols., 2002). En mujeres, la pancreatitis aguda se
relaciona mas con litiasis biliar, enfermedades autoinmunes o con un origen
idiopatico (Yadav y Lowenfels, 2013).

La edad mas frecuente de aparicion de la pancreatitis aguda se sitla
entre los 30 y los 70 afios, con un pico a los 55 afios (Singh y cols., 2011).

Por ultimo, cabe destacar que el riesgo de pancreatitis aguda es de dos
a tres veces mayor en la poblacién negra respecto a la poblacién blanca (Yang
y cols., 2008). Serian necesarios mas estudios para conocer si las diferencias
observadas resultan de la dieta, genética u otros factores.

1.3. Patogenia.

La secuencia de sucesos y mecanismos moleculares, desencadenados
por los diferentes factores etiolégicos, que originan el dafio tisular y la induccién
de la pancreatitis aguda continan siendo objeto de estudio en la actualidad.

Los acontecimientos iniciales en la pancreatitis aguda tienen lugar en la
propia célula acinar (Sah y cols., 2012). Desde hace mas de un siglo se ha
hipotetizado con la activacion patolégica intraacinar del tripsinbgeno como
mecanismo central de la enfermedad (Chiari, 1896). Por otro lado, y al mismo
teimpo que se produce la activacion de las enzimas digestivas, se originan una
serie de procesos inflamatorios locales independientes de la activacion del
tripsinégeno (Dawra y cols., 2011). Estos procesos seran responsables de la
cascada inflamatoria que dard lugar al dafio tisular del pancreas y a las
posteriores complicaciones sistémicas de la enfermedad, utlizando como
mediadores inflamatorios, citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas, especies
reactivas del oxigeno (ERO), calcio, factor de activacion plaquetario o
adenosina (Grady y cols., 1997; Pereda y cols., 2006). La activacion de NF-kB
en las células acinares, en los estadios iniciales de la enfermedad, puede ser el
origen de los procesos inflamatorios locales anteriormente mencionados
(Huang y cols., 2013).

Por tanto, la activacion de las enzimas proteoliticas y la respuesta
inflamatoria en las células acinares pueden considerarse como los principales
sucesos moleculares que acontecen en el inicio de la pancreatitis aguda.
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1.3.1. Activacién intracelular de los zimégenos.

La secrecion pancredtica desempefia un papel crucial en la
transformacion de los principios que contienen los alimentos en moléculas
simples que pueden ser utilizadas por el organismo. En la regulacién de la
secrecion pancreatica intervienen mecanismos nerviosos, que son importantes
para una regulacion fina de la secrecion, y fundamentalmente, mecanismos
hormonales, destacando entre ellos el papel de dos hormonas, la secretina 'y la
colecistoquinina.

La secretina es una hormona liberada en respuesta a la comida y
produce la secrecion de la fraccion hidroelectrolitica del jugo pancreatico, rica
en bicarbonato, cloro, sodio y potasio, capaz de neutralizar el quimo &cido
tamponandolo. La colecistoquinina, liberada en respuesta a los productos de la
digestion de grasas y proteinas, provoca la secrecion de la fraccién enzimatica.
En su composicion se encuentran gran cantidad de enzimas digestivas
sintetizadas en las células acinares, y su secrecion no aumenta de forma
significativa el volumen de liquido. Estas enzimas (lipasa, amilasa,
carboxipeptidasa, elastasa, tripsina y quimotripsina) son los componentes con
mayor interés funcional y clinico del jugo pancreatico (Navarro y cols., 2002).

Debido a la capacidad destructiva de la fraccidbn enzimatica, el pancreas
debe protegerse mediante una serie de estrategias para evitar ser autodigerido.
Una de estas estrategias es secretar las enzimas proteoliticas en formas no
activas, denominadas zimogenos, activandose posteriormente en la luz
intestinal. Las proenzimas se sintetizan en los ribosomas del reticulo
endoplasmatico rugoso, que tras pasar a las cisternas del aparato de Golgi se
asocian en los denominados granulos de zimogeno. El tripsinbgeno, forma
inactiva de la tripsina, se activa por la enteroquinasa de los enterocitos de la
pared intestinal. La tripsina, a su vez, activa mas tripsindgeno y también activa
al quimotripsinégeno y a la pro-carboxipeptidasa. Otra estrategia es la sintesis
de inhibidores de las enzimas secretadas por el pancreas, como es el inhibidor
intrapancreatico de la tripsina (oz-antitripsina).

Chiari, en 1896, describido que la enfermedad estudiada afios antes por
Fitz se producia por la autodigestion del pancreas debido a la accion de sus
propias propiedades digestivas (Chiari, 1896). Las ideas de Chiari propiciaron
multitud de investigaciones y han servido de base durante muchos afios para el
estudio de la patogenia de la enfermedad. Aflos después, Opie expuso la teoria
del canal comun (Opie, 1901), postulando que la oclusion, a nivel de la ampolla
de Vater, originaria un canal comun que permitiria el flujo de bilis al pancreas,
causando pancreatitis aguda. Otra teoria tendria como causa de la enfermedad
el reflujo duodenal, que debido a un mal funcionamiento del esfinter de Oddi,
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este flujo pasaria al pancreas, digiriéndolo (McCutcheon y Race, 1962). Incluso
la obstrucciéon del conducto pancreatico por si solo puede desencadenar una
PA por el aumento de presion intraductal (Austin y cols., 1980).

A raiz de las ideas de Chiari se llevaron a cabo investigaciones para
evitar la autodigestion, limitando la secrecion de enzimas e inhibiendo enzimas
pancreaticas. Los resultados inicialmente esperanzadores se transformaron en
fracasos al mantenerse los efectos sistémicos de la enfermedad (Blchler y
cols., 1993), aunque otros datos experimentales muestran el papel local de la
tripsina en la pancreatitis aguda. De hecho, se puede detectar la presencia de
tripsina antes del dafio celular acinar y también el péptido que se libera tras su
activacion, denominado péptido de activacion del tripsindgeno (Otani y cols.,
1998). Ademas, los pacientes con pancreatitis hereditaria presentan una
mutacion del tripsinbgeno que da lugar a una tripsina resistente a la
inactivacion (Whitcomb, 1999). Un estudio reciente demostré que la activaciéon
de tripsina en las células acinares es suficiente para causar inflamacion y
muerte celular, empleando un constructo condicional de tripsindgeno activado
mediante modificacion post-traduccional (Gaiser y cols., 2011).

Tomando como punto de partida en la patogenia de la PA el proceso de
activacion prematura de los granulos de zimdégeno, a principios de los afios
ochenta se observé un proceso de colocalizacion de los granulos de zimégeno,
cargados de enzimas digestivas, con hidrolasas lisosomales en las fases
iniciales de la pancreatitis aguda inducida por etionina (Koike y cols., 1982). La
colocalizacion se produce mediante un proceso de crinofagia que supone la
fusién de lisosomas con los granulos de zimégeno (Fig. 2). Otros modelos
experimentales mostraron el mismo proceso, tanto por estimulacion con
ceruleina como por obstruccion del conducto pancreatico, llegandose a
observar también fendmenos de endocitosis de enzimas secretadas y
alteraciones del transporte de los granulos de zimogeno (Watanabe y cols.,
1984; Saluja y cols., 1989). Se ha demostrado que la catepsina B presente en
los lisosomas es capaz de activar al tripsinégeno (Halangk y cols., 2002) y que
los ratones knockout de catepsina B presentan menores niveles de tripsina
intrapancreatica tras la induccién experimental de la PA, aunque no se
consigue disminuir la respuesta inflamatoria sistémica (Halangk y cols., 2000).

Sin embargo, diversas evidencias han cuestionado esta teoria, como la
posibilidad de conseguir colocalizacién sin producir pancreatitis aguda (Luthen
y cols., 1995). Por otro lado, ni la administracion de inhibidores de enzimas
lisosomales in vivo previene el desarrollo de la PA, ni su administracion in vitro
reduce los niveles de activacion del tripsinégeno (Steer, 2002). Recientemente,
se ha demostrado que la redistribucion celular de la catepsina B formando
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vacuolas proteoliticas, no ocasiona la activacion intracelular del tripsinégeno ni
la induccién de pancreatitis aguda (Meister y cols., 2010).

Distintas lineas de investigacion han buscado otros mecanismos que
intentaran explicar la activacion intracelular de la tripsina, como la originada por
la NADPH oxidasa de los neutrofilos (Gukovskaya y cols., 2002).

El calcio citosoélico también puede desempefiar un papel importante en
los procesos de activacion temprana de las enzimas digestivas de las células
acinares en el marco de la pancreatitis aguda (Mooren y cols., 2003; Criddle y
cols., 2007). En este contexto, el estudio de las vias de sefalizacion del calcio
para conocer sus principales fuentes es crucial para establecer la importancia
de este ion en el desarrollo de la enfermedad (Voronina y cols., 2010). La
inhibicion farmacoldgica y genética del canal 3 de los receptores de potencial
transitorio (TRPC3) en las células acinares, canal involucrado en el transporte
de calcio a través de membrana, mostr6 una disminucion en la activacion
intraacinar de los zimégenos y como consecuencia, una menor severidad en el
desarrollo de la pancreatitis aguda en ratones (Kim y cols., 2011).

Ademas del calcio, otro factor estudiado recientemente en las fases
iniciales de la pancreatitis aguda es el pH extracelular (pHe). Una disminucién
del pHe de 7,4 a 7,0 provoca una activacion en la célula acinar que
desencadena el desarrollo de la pancreatitis tanto in vivo como in vitro
(Bhoomagoud y cols., 2009). Probablemente, el efecto nocivo de un pHe bajo
sobre las células acinares es a través de cambios originados en las vias de
sefializacion del calcio. La inhibicién de los receptores de rianodina (RyR) de la
membrana del reticulo endopldsmico, encargados de la liberacion de calcio,
reducen significativamente los efectos de la disminucion del pHe sobre la
activacion de zimégenos y como consecuencia, el dafio celular. Estos
resultados sugieren que el aumento en la liberacion de calcio, mediante estos
receptores, en la membrana basolateral de la célula acinar es debido a los
efectos de un pHe bajo en el pancreas exocrino (Reed y cols., 2011).

Entre los Ultimos estudios que intentan esclarecer el inicio de la
pancreatitis aguda, se encuentra las teorias que relacionan la autofagia con el
proceso de activacion temprana de los zimdégenos. La autofagia es un
mecanismo de degradacion lisosomal, cuya funcion principal es el
mantenimiento de la homeostasis y supervivencia celular. Sin embargo, este
proceso esta relacionado con diferentes enfermedades (Choi y cols., 2013).
Los niveles basales de autofagia en pancreas exocrino de ratdon estan
incrementados respecto a los niveles en rifidn, higado, corazdn o pancreas
endocrino, debido a la elevada tasa de sintesis proteica que tiene lugar en las
células acinares (Mizushima y cols., 2004). Actualmente, el papel de la
autofagia en la pancreatitis aguda esta en discusion. Por un lado, la autofagia
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puede ocasionar dafio en las células acinares a través de la activacion de
tripsinégeno a tripsina, por la accion de los lisosomas (Hashimoto y cols.,
2008). Por otro lado, una deficiencia en la actividad autofagica esta asociada
con un desequilibrio entre la catepsina L, degrada tripsindgeno y tripsina, y
catepsina B, convierte tripsindbgeno en tripsina, resultando en una acumulacién
intraacinar de tripsina activa. Por tanto, una insuficiente actividad lisosomal
puede ser responsable del aumento de tripsina intracelular en la pancreatitis
(Mareninova y cols., 2009).

Recientemente, otro grupo ha descrito la autofagia como un proceso
selectivo llamado zimofagia. La zimofagia se caracteriza por prevenir la muerte
celular en las fases iniciales de la pancreatitis, evitando la activacion temprana
de los zimAgenos (Grasso y cols., 2011).

Figura 2.- Teoria de la colocalizacion enzimatica como fenémeno iniciador de

la pancreatitis aguda.
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1.3.2. Respuesta inflamatoria en la pancreatitis aguda.

En las fases iniciales de la pancreatitis aguda, paralelamente a la
activacion intracelular del tripsindbgeno, se producen una serie de procesos
inflamatorios dependientes de la activacion de citoquinas y del factor de
transcripcion NF-kB.

NF-kB es un factor de transcripcion que desempefia un papel
fundamental en la respuesta inflamatoria en mamiferos (Napetschnig y Wu,
2013). Resultados actules sugieren que la acitvacion de NF-kB es un proceso
independiente de la activacion del tripsindgeno. Se observé que la induccién de
la expresion de tripsina activa in vitro no provocé cambios en la actividad de
NF-kB (Jiy cols., 2009).

En el contexto de la pancreatitis aguda, NF-kB interviene en la
patogénesis y desarrollo de la enfermedad (Baumann y cols., 2007). Como se
ha mencionado anteriormente, NF-kB se activa en fases tempranas de la
pancreatitis, y esta activacion sucede tanto en leucocitos como en las propias
células acinares (Vaquero y cols., 2001). La sobreexpresion de IKK2, un
mediador en la activacion de NF-kB, es suficiente para inducir PA (Baumann y
cols., 2007). De hecho, se produce edema, necrosis e infiltracion leucocitaria a
través de la regulacién de genes diana de NF-kB (Baumann y cols., 2007). En
ratones deficientes del factor NF-kB, tras induccion de PA mediante ceruleina,
se observo una disminucién en el dafio histoldgico y en la expresion de TNF-a
(Altavilla y cols., 2003).

1.3.2.1. Citoquinas.

Las citoquinas son polipéptidos o glicoproteinas liberadas
fundamentalmente por las células del sistema inmunoldgico. La principal
funcion de las citoquinas es actuar como mediadores intercelulares mediante la
modulacién de la respuesta inflamatoria. Constituyen un grupo heterogéneo de
proteinas que comparten propiedades y funciones caracteristicas, se producen
en cantidades muy pequefias durante las fases efectoras de la inmunidad
natural y especifica (lo que las hace dificilmente detectables) y sirven para
regular las respuestas inmunitaria e inflamatoria. En ocasiones regulan también
la division celular y/o tienen capacidad quimiotactica (Medzhitov y cols., 2011).

La secrecién de citoquinas es breve, autolimitada y su sintesis se inicia
por activacion de la expresion de los genes que las codifican. Algunos
miembros de las distintas familias de citoquinas pueden regularse por
mecanismos post-traduccionales, siendo un ejemplo la liberacion proteolitica de
un producto activo (Zheng y cols., 2013). Las citoquinas pueden desempefar
funcién autocrina, paracrina y endocrina, requiriendo la sintesis de ARN
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mensajero para la mayoria de las respuestas que provocan (Vona-Davis y
Rose, 2007).

Las citoquinas pro-inflamatorias estan elevadas en diferentes modelos
de PA y en pacientes con PA grave. El bloqueo especifico de estas citoquinas
en modelos experimentales de PA produce una menor afectacion sistémica y
una mejoria en la supervivencia (Mayer y cols., 2000; Luan y cols., 2013).
Ademas, se ha observado que ciertos polimorfismos genéticos hallados en la
secuencia de TNF-a y en la de IL-6 estan relacionados con la severidad y la
etiologia de la PA respectivamente (de Madaria y cols., 2008).

Los niveles de citoquinas se han intentado emplear como marcadores
especificos de severidad en la pancreatitis aguda. Todas pueden tener
relevancia en este aspecto, pero los resultados mas satisfactorios se han
logrado con la IL-6, IL-8, IL-10 y los receptores solubles de TNF-a por su
estabilidad y fiabilidad de medida (Gunjaca y cols, 2012; Fisic y cols., 2013).

Las citoquinas son liberadas principalmente por los macréfagos
pancreéticos activados y los neutrofilos que infiltran la glandula tras el inicio de
la PA, como respuesta a la lesion focal pancreatica (Viterbo y cols., 2008;
Sendler y cols., 2013). Ademas, las células acinares pueden llegar a
comportarse como células inflamatorias y sintetizar y liberar citoquinas,
quimioquinas y moléculas de adhesion (de Dios y cols., 2005). En resumen, los
leucocitos, junto con las células acinares, desencadenan la cascada
inflamatoria en respuesta al dafio local del pancreas, siendo los macréfagos
activados responsables de la respuesta sistémica (Naskalski y cols., 2007).

1.3.2.1.1. Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).

El factor de necrosis tumoral es un polipéptido que se describié en primer
lugar como una proteina capaz de producir la muerte de células tumorales in
vitro (Old, 1988), pero pronto se vio que tenia otras muchas acciones como
provocar fiebre, shock, necrosis tumoral, anorexia, embriogénesis, proliferacion
y diferenciacion celular; y se ha asociado también a la fisiopatologia de muchas
enfermedades.

Las células que mayor cantidad de TNF-a sintetizan son los monocitos y
los macréfagos, aunque también lo producen los linfocitos B y T, las células
NK, los astrocitos, las células de Kupffer, los queratinocitos, las células de
Paneth, los enterocitos, las células musculares lisas, las células acinares y
cierto tipo de lineas celulares tumorales. El principal estimulo para su
produccion es el lipopolisacéarido, pero su produccion se ve aumentada también
en respuesta a bacterias, virus, citoquinas (IL-1, IL-2 o GM-CSF), complejos
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inmunolégicos (complejo mayor de histocompatibilidad), radiacion X, cristales
de urato, factor C5a del complemento y ERO (Chu, 2013).

El TNF-a tiene dos receptores, codificados por genes diferentes, que se
conocen como p55/TNFR1 y p75/TNFR,, de 55 y 75 kDa respectivamente. El
TNFR; se expresa en numerosos tipos celulares, mientras que el TNFR; se
encuentra predominantemente en leucocitos y células endoteliales. La porcion
intracelular del receptor TNFR; contiene el dominio de muerte que se requiere
para la apoptosis y la activacion de NF-kB. El reclutamiento de determinadas
proteinas, como proteinas asociadas a Fas o a la caspasa-8, conducen a
apoptosis, mientras que el reclutamiento del factor 2 asociado al receptor de
TNF-a y la receptor-interacting protein conlleva activacion de JNK y de NF-xB
(Hallenbeck, 2002).

En el estudio de la pancreatitis aguda, se ha observado elevacion de los
niveles séricos de TNF-a (Grewal y cols., 1994; Norman y cols., 1995). Los
receptores solubles, la parte extracelular de los receptores de TNF-a, también
se liberan en los estadios tempranos de la enfermedad, coincidiendo con el
incremento de TNF-a (Granell y cols., 2004).

La liberaciéon del TNF-a se produce desde diferentes tejidos en el curso
de la pancreatitis aguda. Aunque las células acinares pueden producir TNF-a,
los leucocitos del infiltrado inflamatorio dentro del tejido pancreatico son
considerados la fuente principal (Norman, 1998). Cabe destacar que la
concentracion de TNF-a dentro del tejido pancreatico es varias ordenes de
magnitud superior que la encontrada en el suero y por tanto podria ser toxica
para las células. En consecuencia, el TNF-a puede contribuir a la severidad de
la pancreatitis por medio de la induccién de apoptosis o de necrosis en las
células acinares (Norman, 1998, Sendler y cols., 2013). Nuestro grupo ha
observado anteriormente que la inhibicion del TNF-a por la pentoxifilina
disminuye marcadamente el infiltrado inflamatorio, el edema y la deplecion del
glutation en pancreas, asi como la actividad lipasa en suero tras la pancreatitis
inducida por ceruleina en ratas (Gémez-Cambronero y cols., 2000). De forma
similar, observamos que la pentoxifilina, a través de la inhbicion de TNF-q,
disminuia la expresion de genes pro-inflamatorios in vitro en células AR42J
(Escobar y cols., 2012a).

1.3.2.1.2. Interleuquina 1 (IL-1).

La interleuquina IL-1 es una potente citoquina pro-inflamatoria. Se
sintetiza fundamentalmente en los macréfagos activados, aunque también es
comun su sintesis en células epiteliales y endoteliales (Huang y cols., 2013).
Existen dos formas de IL-1, IL-1a e IL-18, ambas de 17 kDa que tienen una
homologia inferior al 30%. Los dos tipos se unen al mismo receptor y tienen
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efectos bioldgios similares aunque la forma a esta mas ligada a las membranas
celulares y la forma 3 es mas facilmente detectable en sangre (Dinarello y cols.,
2009).

La actividad de la IL-1, al tratarse de una citoquina muy potente, esta
estrechamente regulada en varios niveles. La expresion de IL-1a e IL-1(3 esta
inducida por la activacion de NF-kB, a través de la exposicion de los
macréfagos a un agonista del TLR4, el lipopolisacarido y también mediante la
capacidad de la IL de activarse a si misma (Contassot y cols., 2012). IL-1a e IL-
1B son expresadas como proproteinas (prolL-1a y prolL-13). La prolL-1a tiene
la capacidad de unirse directamente al receptor de la IL-1 (IL-1RI) y su
protedlisis tan soélo originaria un aumento en la actividad biologica de la
citoquina (Afonina y cols., 2011). En cambio, la prolL-18 no puede interaccionar
con el receptor de la IL-1 (IL-1RI), por lo que requiere la accién proteolitica
intracelular de la caspasa-1 (Martinon y cols., 2009). A su vez, esta caspasa es
controlada por varios complejos multimoleculares citosélicos denominados
inflamasomas, siendo el NLRP3 el mas importante. La activacion de NLRP3,
mediante los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPSs) o a peligro
(DAMPSs), induce cambios conformacionales que permiten el reclutamiento de
la proteina adaptadora ASC, que a su vez interacciona con la procaspasa-1
inactiva, a través del dominio CARD, presente en ambas proteinas. Finalmente,
la caspasa-1 activada es la responsable de la maduracion de pro-IL-1b (Strowig
y cols., 2012).

A nivel pancreatico, se comprobé a mediados de los afios noventa que la
fuente inicial de IL-1B en el curso de la PA experimental son los macrofagos,
siendo estos productores mas activos incluso que los neutrdfilos que infiltran la
glandula tras la induccion de la pancreatitis (Fink y Norman, 1996). Afios mas
tarde, se observd que en ausencia de IL-1 no se consigue el maximo grado de
inflamacion, necrosis y edema asociado a la PA, e incluso se consigue
disminuir la severidad al atenuar ligeramente la mortalidad de la misma
(Denham y Norman, 1999). Actualmente, y tras el descubrimiento del
inflamasoma, se ha visto que ASC, caspasa-1 y NLRP3 son necesarios para el
desarrollo de la pancreatitis aguda a través de la activacion de la IL-13 (Hoque
y cols., 2011).

1.3.2.1.3. Interleuquina 6 (IL-6).

La IL-6 se produce por numerosas células como son los macrofagos,
células endoteliales, fibroblastos y células musculares lisas. Es la principal
citoquina mediadora de la sintesis de las proteinas de fase aguda como la
PCR, el fibrindbgeno y la haptoglobina y su administracion induce pirexia. La IL-
6 se sintetiza en repuesta al estimulo de TNF-a, IL-1 y endotoxina. Esta
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citoquina es el inductor primario de la respuesta proteinica de fase aguda
(Mihara y cols., 2012). Su importancia radica en que su deteccidn en suero es
rapida y fiable, siendo detectable desde los 60 minutos después de iniciarse su
produccion hasta 10 dias méas tarde (con un méximo a las 4-6 h).
Aprovechando esta propiedad, varios trabajos clinicos han conseguido
correlacionar los niveles de IL-6 en suero con la severidad de la PA (Gunjaca y
cols, 2012).

1.3.2.1.4. Interleuquina 10 (IL-10).

La IL-10 es una citoquina antiinflamatoria que modula la expresion de las
citoquinas pro-inflamatorias que se producen al principio de la inflamacion e
inhibiendo la formacion de TNF-a, IL-1, IL-6, e IL-8. Estimula también la
produccion del antagonista del receptor de IL-1 y la liberacion del receptor
soluble p75 del TNF-a (Commins y cols, 2008). La mayoria de los trabajos
experimentales que utilizan IL-10, o alguno de sus agonistas (IT9302), como
agente terapéutico disminuyen la severidad y la mortalidad de la PA al
disminuir la expresion del gen del TNF-a (Kotenko y cols., 2001).

1.4. Fisiopatologia. Efectos sistémicos de la pancreatitis
aguda.

La pancreatitis aguda muestra una tasa de mortalidad relativamente
elevada debido a los distintos efectos sistémicos que se originan. A finales del
siglo XIX, Fitz relacionaba la severidad de la enfermedad con la hemorragia
pancreatica y la necrosis grasa diseminada. Casi un siglo después se pensaba
que el shock era la causa més importante de mortalidad inmediata (Fry, 1988).
Pasados unos afios, en la reunion de Atlanta, se habl6 de las complicaciones
locales y del fallo organico extrapancreéatico como principales responsables en
la evolucion de la gravedad de la enfermedad (Bradley, 1993). Recientemente,
se ha postulado al fallo organico como factor determinante en la severidad de
la pancreatitis aguda, en ausencia o no de las complicaciones locales (Pandol y
cols., 2007; Vege y cols., 2009). En la actualidad, y tras la revisién de diversos
estudios estadisticos se puede concluir que la mortalidad causada por el fallo
organico asociado a la pancreatitis aguda es de aproximadamente un 30%,
alcanzando la cifra de 60% si el fallo organico se acompafia de necrosis
infecciosa (Petrov y cols. 2010).

Entre los fallos organicos que pueden desarrollarse en la pancreatitis
aguda, destacan aquellos que afectan a los sistemas cardiovascular, renal y
pulmonar. Otros érganos o sistemas también pueden verse perjudicados por
los efectos sistémicos de la pancreatitis aguda. En la barrera intestinal pueden
producirse cambios en la permeabilidad que pueden conducir a una
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translocacion bacteriana y como consecuencia, el inicio de complicaciones
sépticas (de Madaria y cols., 2005; Koh y cols., 2012). En el tejido adiposo, un
fenomeno que puede ocurrir es la formacion de areas de lesion llamadas
necrosis grasa, de caracteristicas similares a la paniculitis nodular. La
liberacion de la lipasa pancreética y como consecuencia, el aumento de acidos
grasos libres y halogenados puede causar la necrosis tisular en el tejido
adiposo abdominal de ratas con pancreatitis aguda inducida con taurocolato
sodico (Lee y cols., 1979; Ellis y cols., 2009; Franco-Pons y cols., 2013). Los
pacientes con necrosis grasa extrapancreatica presentan una tasa de
mortalidad aproximadamente de un 9%, sino existe necrosis pancreatica, y de
un 30% si ésta se genera (Bakker y cols., 2012).

A nivel cardiovascular, las manifestaciones mas comunes que tienen
lugar en el desarrollo de la enfermedad son shock e hipoperfusion tisular.
Ambas manifestaciones estdn causadas por la considerable hipovolemia que
existe en la pancreatitis aguda grave debida a la pérdida de liquido hacia
regiones extravasculares (Yegneswaran y cols., 2011). En estos casos, la
restauracion del volumen intravascular es la primera estrategia terapeutica para
reducir el fallo circulatorio y la mortalidad en la PA. En las pancreatitis
necréticas también hay un aumento del gasto cardiaco, disminuyéndose las
resistencias periféricas y aumentando las resistencias pulmonares con respecto
a las pancreatitis leves (Beger y cols.,, 1986). Recientemente, se ha
comprobado mediante electrocardiograma, que la PA es capaz de modificar el
intervalo ST como sucede en los infartos de miocardio (Hsu y cols., 2010). En
todo caso, es importante conocer si el fallo hemodinamico es consecuencia de
la disminucion de la precarga o bien por disfunciébn miocardica, para una
correcta eleccion del tratamiento a realizar (Yegneswaran y cols., 2011).

La insuficiencia renal es una complicacion frecuente, provocada por la
hipovolemia y la hipoperfusién, que conduce a una necrosis tubular aguda.
Menos de un 5% de los pacientes con pancreatitis aguda sufren esta
complicacion, pero aparece en un 20% de los que requieren cuidados
intensivos. Mas de un 70% de pacientes con fallo renal agudo en la pancreatitis
mueren, debido a una mayor afectacion sistémica (Petejova y Martinek, 2013).

1.4.1. Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS).

El sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) es un término
acufiado por primera vez a comienzo de los afios ochenta para dar explicacion
a las multiples etiologias que convergian en fallo multiorganico. Rinderknecht
propone que son los mediadores de la inflamacion los que provocan la
activacion de las células inmunologicas en 6Organos a distancia, y que la
sobreestimulacion o la respuesta incontrolada de estas células daria lugar a las
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lesiones tisulares que harian fracasar los diferentes 6rganos hasta entrar en el
fracaso multisistémico (Rinderknecht, 1988). De esta forma, el nexo entre la
lesion pancreética, proceso aparentemente local, y la lesibn de drganos a
distancia serian los mediadores de la inflamacién. Este fenémeno convierte a la
PA en una enfermedad con consecuencias sistémica.

La pancreatitis aguda grave puede considerarse como bifasica. La
primera fase se corresponde con un sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SRIS) (tabla 2) que conduce al fallo multiorganico responsable de la
mortalidad inicial, que puede alcanzar el 60% de los pacientes fallecidos por
PA, especialmente cuando existe afectacion pulmonar (Rubenfeld y cols., 2005;
Andersson y cols., 2010). Si fallan los mecanismos de defensa natural o falla la
intervencidn terapéutica, se desarrollara una segunda fase caracterizada por la
aparicibn de complicaciones locales y del sindrome de respuesta
antiinflamatoria compensadora (SRAC). El SRAC deprime el sistema inmune y
facilita la susceptibildad del organismo a las complicaciones sépticas
nosocomiales, incluidas las que tienen su origen en la necrosis infecciosa de la
pancreatits aguda, creando un segundo pico de mortalidad (Neoptolemos y
cols., 1998; Mayerle y cols., 2012).

Tabla 2.- Enumeracion de los criterios clinicos del SRIS.

CRITERIOS CLINICOS DEL SRIS (se deben cumplir dos o mas)

Temperatura >38°Co0<36°C
Frecuencia > 90 latidos / minuto
cardiaca

Frecuencia > 20 respiraciones / minuto

respiratoria

Recuento > 12x10%/L, < 4x10*%/L 6 > 10% de
leucocitos inmaduros

Se considera que el SRIS surge por el descontrol de la respuesta
inflamatoria, necesaria ante determinadas agresiones que, en condiciones
normales, quedaria confinada al 6rgano de origen por la accion de inhibidores,
agentes antiinflamatorios o0 mecanismos de contrarregulacion. Participan en el
SRIS los denominados mediadores de la inflamacion, clasificados en:
componentes celulares, (sobre todo macréfagos y neutréfilos), mediadores de

20



I-Introduccion

origen celular y mediadores de origen humoral. La pancreatitis aguda es por
tanto un modelo ideal para estudiar estos procesos de inflamacién sistémica
(Carnovale y cols., 2005).

El fracaso organico hace referencia a la evolucion del SRIS, y se define
como el sindrome progresivo, potencialmente reversible, de fallo organico que
afecta al sistema cardiovascular, al sistema renal y/o al sistema respiratorio
(Fig. 3). Los sintomas pueden variar entre una disfuncion leve transitoria y el
fallo irreversible de un 6rgano, siendo la mortalidad directamente proporcional a
la rapidez de instauracion y al nimero de 6rganos afectados (Thandassery y
cols., 2013).

Figura 3.- Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) y fallo
organico.
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A mediados de los afios noventa, el grupo de Norman (Norman y cols.,
1995), mediante técnicas de inmunohistoquimica y determinacion de ARNm,
puso de manifiesto que tras la induccion de la pancreatitis aguda los
macréfagos son los iniciadores de la respuesta inflamatoria y, por su capacidad
de activar otros leucocitos y producir grandes cantidades de mediadores pro-
inflamatorios, extienden y amplifican la inflamacion. Estudios in vitro de
monocitos obtenidos de pacientes con pancreatitis aguda revelan que estas
células se encuentran activadas, observandose un aumento en la secrecion de
TNF-a e IL-6 en el medio de cultivo celular (McKay y cols., 1996). Los
macrofagos alveolares activados tras la induccion de la PA liberan mediadores
guimiotacticos capaces de atraer a los neutroéfilos al pulmén (Tsukahara y cols.,
1996). Las células de Kupffer del higado también estan implicadas en el dafio
pulmonar resultante de la activacion de los neutrofilos (Closa y cols., 1999;
Folch y cols., 2000a).

La implicacion de los neutrdfilos en la fisiopatologia de la PA ha quedado
demostrada tanto por estudios morfolégicos como por la presencia de
productos derivados de los neutréfilos en el pancreas, en el pulmoén y en el
plasma de estos pacientes. Un ejemplo es la mieloperoxidasa (MPO), enzima
que contienen los neutrofilos, que se utiliza como marcador de infiltracion
inflamatoria tisular por neutréfilos (Folch y cols., 2001). La tripsina puede
hidrolizar proteinas del complemento produciendo los agentes quimiotacticos
C3a y Cbha, que podrian reclutar neutréfilos en el pancreas (Acioli y cols.,
1997). La elastasa también esta implicada en el reclutamiento de neutréfilos
(Tsuji y cols., 1994). En modelos de pancreatitis edematosa estos productos
parecen ser la principal fuente de radicales libres (Closa y cols., 1994).

La adhesion de los neutréfilos al endotelio y la migracion a los tejidos
inflamados esta controlada en parte por quimioquinas. Se produce en cuatro
pasos definidos; rodamiento, activacion, fuerte adhesion mediada por integrinas
y por ultimo, migracién mediante diapédesis.

Las células endoteliales expresan una serie de moléculas reguladoras de
la marginacion y adherencia de los neutréfilos como la P-selectina, la E-
selectina, la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y la molécula de
adhesion vascular 1 (VCAM-1) (Frossard y cols., 1999). La expresion de dichas
moléculas se induce por la presencia bien de citoquinas como el TNF-«o, 0 bien
por la presencia de especies reactivas del oxigeno (Folch y cols., 1999).
Numerosas evidencias experimentales indican reclutamiento de neutréfilos por
el pulmén y una elevada permeabilidad vascular pulmonar (Bhatia y cols.,
1998). En modelos experimentales de PA se ha observado que la interferencia
en cualquiera de las cuatro fases sefaladas anteriormente, en especial las dos
primeras, atenua la gravedad de la afectacion pulmonar (Lundberg y cols.,
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2000). Los mastocitos podrian incluso formar parte del componente celular
implicado ya que, situados en vecindad de los vasos de la mayoria de los
tejidos, liberan citoquinas, serotonina e histamina que participan en los cambios
de la microcirculacion tipicos de la respuesta inflamatoria asociada a la PA (Dib
y cols., 2002).

Dentro de los componentes de origen celular, cabe destacar las
citoquinas y los radicales libres. Asimismo, hay que mencionar el factor
activador de plaquetas (PAF) y los eicosanoides. La regulacién de la
produccion de PAF esta intimamente relacionada con IL-1 y TNF-a, puesto que
la inhibicion de la produccién de cualquiera de ambas citoquinas atenua la
produccion de PAF, mientras que la inhibicién de PAF atenua la produccién de
IL-1 y TNF-oo (Norman, 1998). De forma experimental, se ha mostrado que el
PAF produce una liberacion masiva de amilasa por parte de las células
acinares, promoviendo el infiltrado inflamatorio del pancreas. El pancreas es
capaz de producir PAF y las concentraciones pancreaticas aumentan en la
pancreatitis aguda (Zhou y cols., 1993). También aumenta en pulmén y en
sangre en el desarrollo de la enfermedad (Zhou y cols.,, 1993). La
administracion intraperitoneal o intravascular de PAF en modelos
experimentales puede provocar o incrementar la severidad de la pancreatitis
aguda. Por este motivo se han llevado a cabo estudios clinicos y
experimentales con inhibidores del PAF (como el lexipafan), que demuestran
una disminucion de la respuesta inflamatoria sistémica (Johnson y cols., 2001).

Por su parte, el papel de los eicosanoides en la pancreatitis aguda podria
ser algo contradictorio, puesto que en los diferentes modelos experimentales se
observan variaciones en los niveles plasmaticos y en los niveles tisulares de
cada metabolito. No obstante, algunos leucotrienos son potentes estimulos
guimiotacticos para los neutrofilos y la inhibicién de la ciclooxigenasa disminuye
la severidad de algunos modelos de PA (Ethridge y cols., 2002). Parece que es
mas importante el papel citoprotector de las prostaglandinas. Estas moléculas
son capaces de estabilizar las membranas, evitan la formacion de enzimas
capaces de generar radicales libres derivados del oxigeno y mejoran el flujo
sanguineo pancreatico (Hirano y cols., 1992; Closa y cols., 1993).

Es importante destacar la fraccion C5a del sistema del complemento.
Esta fraccion es un potente mediador pro-inflamatorio que estimula la
contraccion del musculo liso, incrementa el flujo vascular y la permeabilidad
capilar y atrae los neutrofilos a los pulmones. Sin embargo, se han obtenido
algunos resultados paraddjicos ya que su inhibicion parece agravar la
severidad de la PA y la lesion pulmonar asociada (posiblemente porque Cba
estimula también la liberacion de la citoquina antiinflamatoria IL-10), lo que
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podria sugerir un papel contrarregulador del sistema del complemento o de
alguna de sus fracciones en el SRIS producido por la PA (Saluja y Steer, 1999).

Por dltimo, estos mediadores, y en especial las citoquinas, pueden
inducir aumento de los mecanismos procoagulantes y trombogénicos, con
inhibicion de los anticoagulantes vy fibrinoliticos, que conducen a una
coagulacion intravascular diseminada.

1.4.2. Afectacién pulmonar en la pancreatitis aguda.

A partir de los afios 60, las mejoras en el tratamiento de la enfermedad
permitieron observar una alta incidencia de afectacién pulmonar en detrimento
de la mortalidad por efecto del shock hipovolémico y la insuficiencia renal. De
hecho, el pulmén es el 6rgano méas afectado en el transcurso de la PA 'y el 60%
de la mortalidad durante la primera semana de la enfermedad esta asociada a
la insuficiencia respiratoria (Rubenfeld y cols., 2005; Andersson y cols., 2010).
Se pueden distinguir dos situaciones clinicas o patrones evolutivos de
afectacion pulmonar secundaria a la PA: dafio agudo pulmonar (DAP) y su
forma severa, el sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA).

Entre el 50-70% de los pacientes con PA presenta un cierto grado de
disfuncion respiratoria o defecto de oxigenacion, con poca repercusion en la
mayoria de los casos. De estos pacientes, un tercio desarrolla una insuficiencia
respiratoria similar al SDRA, propio de grandes quemados, politraumatizados o
pacientes sépticos, aumentandose la permeabilidad capilar alveolar y el shunt
arteriovenoso asi como una disminucion de la compliance pulmonar (Kollef y
Schuster, 1995). La muerte puede ocurrir por edema pulmonar debido a la
rotura de la membrana alveolocapilar, y es independiente del edema agudo de
pulmoén de origen cardiogénico. Cabe destacar que el 75% de los pacientes
que precisan ventilacibon mecéanica durante el transcurso de la PA fallecen
(Warshaw y cols., 1975).

Analiticamente, se puede apreciar un aumento en la diferencia de pO
alveolar-arterial, que conduce a una importante alteracion en el intercambio
gaseoso (Salomone y cols., 2002).

Morfologicamente, se pueden diferenciar tres grados de afectacion
pulmonar en fallecidos por insuficiencia respiratoria secundaria a la pancreatitis
aguda. El primer grado, que corresponde entre el primer y séptimo dia de inicio
de la pancreatitis, se caracteriza por edema intersticial e intraalveolar,
dilatacion de los vasos linfaticos, vasodilatacion capilar y reclutamiento y
adhesion de leucocitos (Robertson y cols., 1988; Neumann y cols,. 1999).
Ademas, se observa la presencia de microtrombos hialinos en los capilares y
hemorragias intraalveolares a partir del tercer dia. En el segundo grado, entre
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el dia octavo y decimocuarto, es tipica la formacion de membranas hialinas y la
proliferacion de neumocitos. En el dltimo grado, a partir del decimoquinto dia,
las membranas hialinas se han organizado en tejido fibroso, apareciendo
fibrosis intersticial (Pastor y cols., 2003). Ademas, el epitelio alveolar
descamado sufre un proceso de degeneracion grasa (Pastor y cols., 2003).

Existe una gran variedad de mecanismos que relacionan el sindrome
respiratorio agudo con la PA, reclutamiento de neutrofilos, fenomenos de
adhesién y activacion leucocitaria, activacion de vias de transduccion como la
de la tirosin quinasa y NF-kB y expresion de gran variedad de genes
inflamatorios. Estos mecanismos son activados por mediadores inflamatorios
como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, factor de crecimiento transformante B (TGF-B),
factor de activacion plaquetario (PAF), selectinas y moléculas de adhesion,
sistema del complemento C5a, neuropéptido P, y quimioquinas como MCP-1
(Browne y cols., 2006). Ademas, estos mediadores son capaces de liberar
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno, con efectos deletéreos sobre
las funciones endoteliales y epiteliales pulmonares (Bhatia y Moochhala, 2004).

En los modelos experimentales que caracterizan la histopatologia de la
lesion pulmonar asociada a la PA, se ha comprobado que tras la induccion de
la PA se produce una importante activacion de subpoblaciones de macréfagos
alveolares (Gea-Sorli y cols., 2011). A continuacion, se observan marcadas
alteraciones de las células endoteliales, edema intersticial y engrosamiento de
la membrana alveolo-capilar. Finalmente, se produce la destruccién
hemorragica de los alveolos y la pérdida completa de la arquitectura alveolar.
Estos cambios morfolégicos, que suponen el aumento de la permeabilidad
vascular, se traducen funcionalmente como la interferencia en el intercambio
gaseoso Yy producen la alteracién de la relacion ventilacién-perfusion, dando
lugar a hipoxemia (Feddersen y cols., 1991; Willemer y cols., 1991).

El DAP asociado a la pancreatitis también esta relacionado con la
presencia de enzimas digestivas, en particular con la fosfolipasa A, (PLA,). La
instilacibn a nivel pulmonar de PLA, produce una serie de cambios
caracterizados por edema alveolar, acimulo de células inflamatorias, alteracion
del intercambio gaseoso y alta mortalidad (Edelson y cols., 1991). Clinicamente
se ha relacionado la concentracion de la PLA, con la severidad de la PA
(Hietaranta y cols., 1999)..

1.4.2.1. Edema pulmonar y Factor Inducible por Hipoxia 1 alfa (HIF-1a).

El edema pulmonar no cardiogénico es un trastorno agudo producido por
el acumulo de liquido en el intersticio del pulmén y en los alveolos. Es una
complicacion secundaria a la PA, y surge como consecuencia del sindrome de
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distrés respiratorio agudo (SDRA) producido por un aumento de la
permeabilidad capilar. La agresion a la pared capilar responsable del aumento
de su permeabilidad, y también a las células epiteliales alveolares, es obra de
mediadores de la inflamacion como TNF-a, IL-6, IL-8 y fragmentos del
complemento activado (Fagan y cols., 2001). Junto a estos mediadores de la
inflamacion, la presencia de las especies reactivas del oxigeno pueden
incrementar el dafo a la barrera celular endotelial (Moldovan y cols., 2006).
Entre las diferentes manifestaciones que se producen en el edema pulmonar,
destacan la disnea, tos, estertores y fundamentalmente, hipoxia aguda.

La respuesta a un estado de hipoxia aguda requiere un alto nivel de
coordinacion. EI mecanismo de adaptacion incluye desde variaciones en la
expresion enzimética, que adaptan la producciébn de energia a una menor
disponibilidad de oxigeno, hasta la puesta en marcha de fendmenos de
autoeliminacion de la célula ante la imposibilidad de sobrevivir en
circunstancias adversas extremas. Todos los organismos, desde las bacterias
hasta los humanos, poseen mecanismos para el mantenimiento de la
homeostasis del oxigeno, que son esenciales para la produccion energética y
por tanto para la supervivencia. En los mamiferos superiores, la respuesta a la
hipoxia es compleja, e incluye, entre otras, variaciones de la funcion
respiratoria y hemodinamica, del metabolismo y de la funcion renal. Estas
adaptaciones se manifiestan en cambios hormonales, de mediadores y de
actividad enzimética, e implican variaciones en la expresion de una serie de
genes importantes en la adaptacion de las células a las condiciones de baja
concentracion de oxigeno (Sonna y cols., 2003). Numerosos factores de
transcripcion estan envueltos en la respuesta fisiologica a la hipoxia,
destacando entre ellos el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1), responsable de
la homeostasis del oxigeno (Semenza, 2004).

HIF-1 es un heterodimero compuesto por dos subunidades (HIF-1a vy
HIF-1B) con pesos moleculares aparentes de 120-130 kD y 91-94 kD4,
respectivamente. Ambas subunidades comparten cierta homologia en sus
extremos N-terminales, involucrados en la dimerizacion y en la unién al ADN.
La translocacion al nucleo de HIF-1a y la heterodimerizacién con HIF-1 son
necesarias para la unién de HIF-1 a los lugares de union de HIF-1 (HBSS) y su
consiguiente transactivacion. De manera general, el ARNm de ambas
subunidades se expresa constitutivamente bajo cualquier condicién. Sin
embargo, la proteina de HIF-1a soélo es detectable en hipoxia. En presencia de
oxigeno, HIF-1a sufre modificaciones post-traduccionales por parte de
hidroxilasas, las cuales hidroxilan residuos de prolina 402/564 y de asparagina
803. Estas modificaciones permiten la union de la proteina VHL (von Hippel
Lindau) a los sitios hidroxilados de HIF-1a, provocando asi su ubiquitinacion y
posterior degradacion. En ausencia de oxigeno, HIF-1a es fosforilado vy
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translocado al nacleo, donde dimeriza con HIF-13 y se acopla a su coactivador
CBP/p300, permitiendo la transactivacion e induccion de genes (Semenza y
Wang, 1992).

La regulaciéon de HIF-1 se atribuye fundamentalmente a las especies
reactivas de oxigeno, destacando el anién superoxido, el perdoxido de
hidrégeno y el radical hidroxilo. Esta regulacion se ejerce de dos maneras
distintas. En un caso, la enzima NADPH oxidasa es la responsable de la
produccion de ERO, que en condiciones de normoxia inducen la degradacion
de HIF-1a. Una segunda situacion sefiala que la produccion de ERO en la
mitocondria, en condiciones de hipoxia, induce la estabilizacion de HIF-1a en el
citosol (Hu y cols., 2013).

Los genes transcritos activados por HIF-1 se pueden clasificar segun la
funcién celular que vayan a desempefiar:

e Angiogénesis: factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) vy
su recepetor (VEGREF).

¢ Metabolismo: transportador de glucosa 1 (GLUT-1), hexoquinasa-
2, enolasa-1 y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH).

e Funcion vascular: 6xido nitrico sintasa inducible (iINOS), o6xido
nitrico sintasa endotelial (eNOS), endotelina-1 (ET-1) y hemo
oxigenasa 1 (HO-1).

e Eritropoyesis: Eritropoyetina (EPO).

e Motilidad: Factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a).

e Metabolismo del hierro: Transferrina.

En conclusion, debido a las funciones de HIF-1, y a su implicacién en la
respuesta hipdxica asociada al edema de pulmon, es probable su participacion
en el desarrollo del fallo pulmonar secundario a la pancreatitis aguda grave.

1.5. Vias de senializacion intracelular en la pancreatitis
aguda.

Para poder sobrevivir, la célula necesita una regulaciéon de sus genes de
manera correcta. Las vias de transduccion de la sefializacion intracelular son
de enorme importancia para la adecuada regulacion génica.

La alteracion de la expresion génica es la base de la patogenia de
multitud de enfermedades inflamatorias tales como la pancreatitis, la artritis
reumatoide, la hepatitis, la psoriasis y la enfermedad inflamatoria intestinal
(Hommes y cols., 2002). Estos mecanismos son fundamentales en el inicio de
la respuesta inflamatoria y los productos formados por la induccidon de genes
inflamatorios, entre los que se incluyen citoquinas, quimioquinas y moléculas
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de adhesion, actuan como reclutadores de células inmunocompetentes de la
circulacion al foco afectado, provocando un mayor dafio inflamatorio.

En células eucariotas, la fosforilacion de factores proteicos intracelulares,
seguida de transcripcidn génica especifica, es un mecanismo universal de
funcionamiento de estas sefiales de transduccion. Ademas, los elementos mas
importantes de esta sefializacion son comunes tanto en humanos como en
plantas o en hongos.

Las protein quinasas activadas por mitdgenos (MAPKs) son las mas
antiguas y mejor conservadas vias de sefalizacion y son cruciales en la
respuesta inmune. Son una familia de enzimas que forman una red integrada
para llevar a cabo funciones celulares de control de diferenciacion, proliferacion
y muerte celular (Kyriakis y Avruch, 2001). El hecho de que las MAPKs sean
activadas rapidamente en procesos inflamatorios ha conducido a considerarlas
como posibles dianas para el tratamiento de patologias de origen inflamatorio,
entre ellas la PA (Pereda y cols., 2004; Samuel y cols., 2008).

Se distinguen tres grandes grupos de cascadas reguladoras de MAPKs
en humanos que conducen a modificar la expresidén génica. Estas tres familias
son la familia de ERK 1/2 (quinasa regulada por sefales extracelulares), la
familia de JNK (quinasa N-terminal de jun) y la protein quinasa activada por
estrés (SAPK)/p38.

La activacion de las MAPK por fosforilacion a través de las MAPKs
quinasas (MAPKKS) es reversible y es frenada por la acciéon de las fosfatasas
(Fig. 4). Por la regulacion que las MAPK ejercen sobre la expresion génica en
la respuesta inmune, las fosfatasas, presentan un papel muy importante en la
regulacion negativa de la respuesta celular (Hunter, 1995). Se conocen
alrededor de 518 protein quinasas, pero so6lo 140 fosfatasas (Arena y cols.,
2005). Sin embargo, la desfosforilacion estda mucho mas activa que la
fosforilacion en condiciones normales.

Figura 4.- Regulacién de las MAP quinasas.
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Segun los residuos que desfosforilen, existen dos grandes grupos, las
fosfoprotein fosfatasas o serin/treonin fosfatasas (PPPs), que desfosforilan
residuos de serina o treonina, y las protein tirosin fosfatasas (PTPs), que
desfosforilan residuos de tirosina. Dentro de las tirosin fosfasas estan incluidas
las fosfatasas de especificidad dual (DSP), que son capaces de desfosforilar
residuos de tirosina y de treonina (Camps Yy cols., 2000). La fosfatasas también
se distinguen por las moléculas que inhiben su accion, asi por ejemplo el
fluoruro sédico (NaF) es inhibidor especifico de serin/treonin fosfatasas (Oliver
y Shenolikar, 1998), mientras que el vanadato es inhibidor especifico de protein
tirosin fosfatasas (Burke y Zhang, 1998).

1.5.1. Protein Serin/Treonin Fosfatasas (PPPs).

Este grupo estd formado por cuatro tipos de metaloproteinas que se
clasifican en dos familias: PPP formada por la PP1, PP2A y PP2B, también
conocida como calcineurina, y la familia PPM formada por la PP2C. Las PPPs
estan involucradas en procesos tan importantes como el control del ciclo
celular, la regulacién del crecimiento y la divisién celular (Wang y cols., 2008).

1.5.1.1. Protein Fosfatasas de tipo 1 (PP1).

Las PP1 desfosforilan preferentemente la subunidad 8 de la fosforilasa
quinasa y necesitan la presencia de manganeso para ser activas (Zhang y
cols., 1998). Se sabe que la PP1 participa en procesos biolégicos como la
fertilidad varonil, ya que regulan la movilidad de los espermatozoides mediada
por el AMPc (Han, 2007).

1.5.1.2. Protein Fosfatasas de tipo 2 (PP2).

Las PP2 se diferencian de las anteriores porque desfosforilan
preferentemente la subunidad a de la fosforilasa quinasa y por no responder a
los inhibidores 1 y 2. Los tres tipos de PP2 se diferencian entre si por los
cationes divalentes que requieren.

La subfamilia PP2A esta compuesta por dos subunidades reguladoras A
y B y una catalitica, la C. Existen diferentes isoformas que presentan
variaciones de sus subunidades. La subunidad A es miembro de la familia
proteica HEAT (huntington elongation-A-subunit TOR), y regula la formacion del
complejo. Cuando la subunidad A se une a la C, presenta actividad catalitica
incluso en ausencia de la B.

La PP2A presenta propiedades antiapoptéticas (Lires-Dean y cols.,
2008), aunque regula la fosforilacion de proteinas antiapoptéticas, como Bcl-2
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(Pérez-Galan y cols., 2008) y proapoptoticas FOXO | (Yan y cols., 2008).
Puede tener relacion con el control que tiene sobre los niveles de calcio y
potasio. Se ha descrito que la PP2A junto la protein quinasa |l
Ca?*/calmodulina dependiente (CaMPKII) regula las bombas de K*/Ca** (Imig y
cols., 2008). También se ha publicado que la PP2A podria estar involucrada en
el aumento de la produccion de éxido nitrico (NO) en neuronas hipotalamicas,
producido por activacion de la oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS) inducida
por un aumento del Ca?* y por la desfosforilacién de la propia NNOS (Xu y
Krukoff, 2007).

1.5.2. Protein Tirosin Fosfatasas (PTPs).

La fosforilacion de residuos de tirosina es clave en la regulaciéon de la
transduccion de sefiales durante numerosas funciones de la célula eucariota,
incluyendo activacion, progresion celular, movimiento celular, cambios
estructurales, apoptosis, diferenciacion y homeostasis (Chiarugi, 2005). In vivo,
la fosforilacién de tirosinas es reversible y dinamica; los estados de fosforilacion
estan gobernados por la accion opuesta que llevan a cabo las protein tirosin
quinasas, PTKs.

Las ERO actian como segundos mensajeros en muchos procesos
celulares como las cascadas de MAPKSs, expresion génica, regulacion,
proliferacion y senescencia. El estrés oxidativo también modula la fosforilacién
de tirosinas. La oxidacion transitoria de los tioles de las PTPs conduce a su
inactivacion por la formacion de puentes disulfuros intramoleculares o por la
formacién de sulfoamidas, inversamente a lo que ocurre en la oxidacién de las
PTKs, que las conduce a su activacion directamente por modificaciones de los
tioles, e indirectamente por la inhibicion de las PTPs (Chiarugi, 2005). Se ha
descrito la presencia de PTPs de membrana y citoplasmaéticas.

Cabe destacar dentro de este grupo la tirosin fosfatasa CD45, que
aparece de manera muy abundante en los linfocitos T, regulando su
sefalizacion y la respuesta inmune (Zamoyska, 2007).

1.5.3. Fosfatasas y pancreatitis aguda.

El papel que juegan las fosfatasas en la pancreatitis es realmente
complejo. La estimulacion de las MAPKs fosfatasas (MKPs) y de las PTPs,
SHP-1 y SHP-2 ocurre tempranamente en el transcurso de la PA (Hofken y
cols., 2000). Por otro lado, la inhibicién de la actividad de las PTPs participa en
la formacion del edema en el pancreas durante la PA (Schnekenburger y cols.,
2005) y el bloqueo de CD45 parece mediar la induccion de TNF-a (de Dios y
cols., 2006). El tratamiento con pentoxifilina en las fases tempranas de la
enfermedad, previene la pérdida de actividad PP2A pancreatica y como
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consecuencia inhibe la funcion de la histona acetiltransferasa en la expresion
de genes pro-inflamatorios (Escobar y cols., 2012b).

Sin embargo, recientemente se ha relacionado la activacion mediante
Ca?* de la protein fosfatasa PP2B o calcineurina, debido a la exposicién a sales
biliares, como responsable del dafio pancreatico inicial en la pancreatitis aguda
de origen biliar (Muili y cols., 2013).
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2. OBESIDAD.

2.1. Definicion.

La obesidad es una enfermedad crénica de origen multifactorial que se
caracteriza por un acumulo excesivo de grasa o por la hipertrofia general del
tejido adiposo. También se utiliza el sinGnimo de sobrepeso, ya que la
cuantificacion de este ultimo se puede relacionar facilmente con los riesgos
atribuidos a la obesidad y su medida no supone un coste tan elevado como la
medicion directa de la grasa corporal (tabla 3). Se puede considerar la
obesidad como una consecuencia de la interaccion de las fuerzas ambientales
con el sustrato energético del individuo, concretamente con unos genes de
susceptibilidad (Mathes y cols., 2011). Esos genes exageran el depdésito de
grasa cuando se restringe el aporte de alimentos, y aumentan el riesgo de
obesidad cuando abunda el alimento y disminuye el consumo de energia.

El sobrepeso se puede definir utilizando las tablas de estatura y peso,
calculando el porcentaje de sobrepeso o el peso relativo (cociente entre el peso
real y el deseable). Sin embargo, la férmula que mas se utiliza para relacionar
la estatura y el peso es el indice de masa corporal (IMC): peso/(estatura)?, con
el peso expresado en kg y la estatura en metros. La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) define como peso saludable un IMC de 20 a 25 kg/m?, el
sobrepeso se define como un IMC superior a 25 kg/m?, y la obesidad se
caracteriza cuando el IMC es igual o superior a 30 kg/m2. También se
considera signo de obesidad un perimetro abdominal aumentado en hombres
mayor o igual a 102 cm y en mujeres mayor o igual a 88 cm.

La grasa corporal y su distribucion varian segun el sexo, edad, grado de
ejercicio fisico e influencia de algunos farmacos. Tanto en el hombre como en
la mujer, la grasa corporal aumenta con la edad. En los hombres jévenes y
delgados, la grasa corporal representa menos del 20% y puede aumentar a
mas del 25% con la edad. En mujeres jovenes y delgadas, el porcentaje es del
30%, aumentando hasta el 35% en mujeres mayores. A cualquier edad
después de la pubertad, las mujeres tienen mas grasa que los hombres.
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Tabla 3.- Métodos para calcular la grasa corporal.

Método Coste Facilidad de Exactitud Sirv'e para
uso medir grasa
Estatura y peso $ Facil Elevada No
Pliegues cutaneos $ Facil Baja Si
Perimetros $ Facil Moderada Si
Ecografia $$ Moderada Moderada Si
Densidad por inmersién $ Moderada Elevada No
Densidad por pletismografia | $$$ Dificil Elevada No
Agua pesada titulada $$ Moderada Elevada No
Agua pesada deuterada $$$ Moderada Elevada No
Is6topo de potasio (°K) $$$$ Dificil Elevada No
Conductividad eléctrica $$$ Moderada Elevada No
Impedancia bioeléctrica $$ Facil Elevada No
Gas liposoluble $$ Dificil Elevada No
Absorciometria $$$ Facil Elevada No
TAC $$$% Dificil Elevada Si
RMN $5$$ Dificil Elevada Si
Activacion de neutrones $$$% Dificil Elevada No

Nota: $: bajo coste; $$: coste moderado; $$$: coste elevado; $$$$: coste muy elevado.

La distribucion del tejido adiposo en el organismo se refiere a la cantidad
relativa de grasa en los compartimentos principales en donde se almacena el
tejido adiposo en el cuerpo. Al respecto, la capa de tejido adiposo que se
localiza entre la dermis y la aponeurosis y fascia de los musculos y que incluye
al tejido mamario, se define como tejido adiposo subcutaneo (TAS), mientras
que el que se ubica en el interior del torax, abdomen y pelvis se denomina
tejido adiposo visceral (TAV) (Cinti, 2006). Frecuentemente, los sujetos
descritos como obesos pero metabdlicamente sanos presentan menos cantidad
de TAV que los denominados obesos pero con alteraciones metabdlicas.
Inversamente, los sujetos eutroficos pero metabdlicamente obesos
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frecuentemente presentan mas TAV que aquellos con similar peso, pero sin
alteraciones metabolicas. Tales hallazgos clinicos son explicados por las
diferentes actividades intrinsecas de los diferentes depdsitos de grasa. El TAV
es reconocido como el principal depdsito de grasa asociado al aumento en el
riesgo de padecer enfermedades metabdlicas; ya que se le implica como el
tejido que da inicio a la resistencia a la insulina, debido a que un incremento en
el flujo de los acidos grasos libres (AGL), tanto en el sistema portal como en la
circulacién general, tiene efectos sobre la captacion de glucosa a nivel celular y
en el metabolismo glucidico intracelular (Doelle, 2004).

La obesidad forma parte del sindrome metabdlico, descrito originalmente
por la OMS como un cuadro de resistencia a la insulina junto con otras
caracteristicas de la obesidad (Alberti y Zimmet, 1998). Actualmente, se
redefine el sindrome metabdlico como la conjuncion de varios factores de
riesgo o0 enfermedades entre los que se encuentran una circunferencia
abdominal elevada (adiposidad central), concentraciones anormales de
triglicéridos, colesterol HDL y glucosa e hipertension (Scarpellini y Tack, 2012).
La obesidad es un factor de riesgo conocido para varias enfermedades,
particularmente enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, apnea
del suefio, ictus, osteoartritis, asi como a algunas formas de céancer,
padecimientos dermatologicos y gastrointestinales (Haslam y James, 2005).
Por si misma, es también un factor prondéstico de mortalidad en pacientes
ingresados en unidades de cuidados intensivos (Segesvard y cols., 2008).

2.2. Epidemiologia y etiologia.

La obesidad es una pandemia de extrema relevancia en nuestros dias
debido a que ocupa el sexto lugar entre los factores de riesgo que contribuyen
al gasto global de enfermedades mundiales. En los Estados Unidos, la
prevalencia de la obesidad se elevd lentamente después de la Seguna Guerra
Mundial y ha aumentado mas de un 40% en los ultimos veinte afos.
Actualmente, segun la National Audit Office de Londres, el nimero de muertes
por afio a causa de la obesidad super6 el numero de 30000 personas en 2001
en el Reino Unido. Esta cifra se eleva a 300000 en los Estados Unidos (Flegal
y cols., 2004).

Empleando como criterio el IMC, el nimero de personas adultas con
sobrepeso asciende hasta 1,1 billones, entre los cuales 312 millones pueden
considerarse obesos. Si reajustamos los parametros del IMC, para poder incluir
a la poblacion asiatica, a un ratio de 23 kg/m?, el numero de afectados se eleva
hasta 1,7 billones. Estos datos equivalen al 20% del total de la poblacion
europea y el 31% de la estadounidense. En cuanto a la obesidad infantil, su
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prevalencia aumenta alarmantemente al 36% en algunas regiones occidentales
(James y cols., 2004).

La etilogia de la obesidad es multiple, e incluye factores como la
herencia genética; el comportamiento del sistema endocrino, nervioso y
metabolico; y el tipo o estilo de vida. Entre los factores que pueden causar
obesidad puede ser atribuido un 30% a los factores genéticos, 40% a los
factores no heredables y 30% a los factores sociales (Mazza, 2001),
conduciendo a una relaciéon entre factores genéticos y ambientales del 30% y
70% respectivamente.

La herencia genética tiene un papel importante en el desarrollo de la
obesidad. El riesgo de sufrir obesidad para un nifio es 10 veces superior a lo
normal, en parte debido a tendencias metabdlicas de acumulacién de grasa,
pero también debido a que los habitos culturales alimentarios y sedentarios
contribuyen a repetir los patrones de obesidad de padres a hijos.

La mayoria de los investigadores han concluido que la combinacién de
un consumo excesivo de nutrientes y el estilo de vida sedentaria son la
principal causa de la rapida aceleracion de la obesidad en la sociedad
occidental en el ultimo cuarto del siglo XX (Bleich y cols., 2007).

El desequlibrio calérico resultante en la obesidad, frecuentemente
evoluciona a partir de la combinacion de factores genéticos y ambientales. El
polimorfismo en varios genes que controlan el apetito, el metabolismo y la
integracion de adipoquinas, moléculas liberadas por el tejido adiposo,
predisponen a la obesidad, pero la condicién requiere la disponibilidad de
suficientes calorias y posiblemente otros factores para desarrollarse
completamente. Varias condiciones genéticas, que tienen como rasgo la
obesidad, han sido identificadas (tales como el sindrome de Prader-Willi, el
sindrome de Bardet-Bied|, sindrome MOMO, mutaciones en los receptores de
leptina y melanocortina), pero mutaciones sencillas en locus s6lo han sido
encontradas en el 5% de los individuos obesos. La obesidad es probablemente
el resultado de interacciones entre multiples genes donde factores no genéticos
también son probablemente importantes.

Un estudio reciente identific6 numerosas mutaciones comunes en el gen
fat mass and obesity-associated (FTO). Los heterocigotos tuvieron un riesgo de
obesidad 30 % mayor, mientras que los homocigotos tuvieron un incremento en
el riesgo de un 70 % (Frayling y cols., 2007).

Las enfermedades endocrinas supondrian el 3% de las cuasas etilégicas
y encontrariamos patologias como el hipotiroidismo, el sindrome de Cushing,
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hipogonadismo, lesiones hipotalamicas o deficiencia de la hormona de
crecimiento (Weaver, 2008).

Entre las enfermedades mentales que pueden incrementar el riesgo de
obesidad son trastornos alimentarios tales como bulimia nerviosa y consumo
compulsivo de comida o adiccion a los alimentos.

2.3. Fisiopatologia.

El aumento de la mortalidad que se asocia a la obesidad se debe
fundamentalmente al aumento de riesgo de desarrolar enfermedades
cardiovasculares, elevacion de la presion arterial, diabetes mellitus tipo 2 vy
cancer. Otras enfermedades donde la obesidad esta involucrada son aquellas
que pueden afectar a la funcién pulmonar, al sistema endocrino o al aparato
digestivo.

2.3.1. Aparato cardiovascular.

A nivel cardiovascular, la obesidad es responsable fundamentalmente de
dos patologias de suma importancia en la esperanza y calidad de vida, la
aterosclerosis y la hipertension arterial.

La ateroclerosis es consecuencia de una dislipemia caracterizada por
unos valores bajos de colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (HDL) y
unos valores altos de triglicéridos y de colesterol unido a lipoproteinas de baja
densidad pequeias (sdLDL). Estos cambios incrementan el riesgo de sufrir una
enfermedad cardiaca coronaria de tres a seis veces (Toth, 2013). El
desequilibrio del perfil lipidico esta relacionado con la resistencia a la insulina y
el efecto que producen los acidos grasos trans, ingeridos en la dieta, sobre los
lipidos plasméticos. La obesidad también contribuye al proceso aterogénico
con un desequilibrio en la liberacion de citoquinas. Aumenta los niveles de
citoquinas inflamatorias como la leptina, TNF-a, IL-6 o IL-18, y disminuye los
valores de citoquinas protectotas como la adiponectina, creando un ambiente
pro-inflamatorio (Scarpellini y Tack, 2012)

Ademas, la aterosclerosis produce una mayor sobrecarga en el corazon,
asociandose a un aumento de muerte sUbita debido probablemente a la
presencia de arritmias cardiacas (Goyal y Sharma, 2013).

El riesgo de hipertension es cinco veces mayor en las personas obesas
qgue en las no obesas (Wolf y cols., 1997). La relacién entre sobrepeso y
presion arterial alta es debido a tres causas principalmente, liberacién de
angiotensindgeno por parte de los adipocitos, aumento de la volemia asociado
a un aumento de la masa corporal y aumento de viscosidad de la sangre. El
cambio en la viscosidad de la sangre es inducido por la secrecién de
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profibrinégeno e inhibidor 1 del activador de plasmindégeno por los adipocitos
(Appel y cols., 1997).

2.3.2. Diabetes mellitus tipo 2.

La relacion entre obesidad y diabetes tipo 2 es tan cercana que Sims y
colaboradores, en 1970, acufiaron el término de “diabesidad”. Observaron que
jovenes, sin antecedentes familiares de diabetes, desarrollaban la enfermedad
cuando su IMC superaba los 28 kg/m? viéndose un aumento de las
concentraciones de triglicéridos y glucosa y la aparicion de resistencia a la
glucosa. Alrededor del 90% de individuos que desarrollan la diabetes tipo 2
tienen un IMC superior a 23 kg/m? (Stevens y cols., 2001).

La resistencia a la insulina es una alteracioén genética o adquirida que se
caracteriza por una inadecuada captacion tisular de la glucosa dependiente de
insulina, fundamentalmente en higado, musculo y tejido adiposo (Reaven,
1995). Los mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina abarcan
diversas y complejas alteraciones en la sefializacion y el transporte de la
insulina a través de su transportador GLUT-4, y en la regulacion normal de la
expresion y sintesis de adipoquinas (Kahn y Flier, 2000). Las principales
citoquinas involucradas son TNF-a, los acidos grasos libres, la adiponectina y
la leptina (Hotamisligil y cols., 1994; Ruan y cols., 2002). Hasta el momento, la
disminucién de la fosforilacion tirosin quinasa del sustrato del receptor de la
insulina (IRS), junto con el aumento de la fosforilacion serin quinasa del IRS, es
el principal candidato iniciador de la patologia (Kahn y Flier, 2000). Esta forma
de activacion no conduce la sefial por la via de PI3-K, pero produce la
activacion de fosfatasas de fosfotirosina con retroalimentacion negativa sobre
el receptor (Gao y cols., 2002). La quinasa inhibidora del NF-kB es el mediador
de TNF-a para esta activacion (Gao y cols., 2002). EI NF-kB disminuye la
expresion de PPAR-y y adiponectina, con disminucion en sus efectos
protectores (Rosen y Spiegelman, 2001). La leptina posee efectos protectores,
sin embargo, se cree que existe una forma de resistencia a sus efectos en la
obesidad (Minzberg y cols., 2004). Los &cidos grasos libres son probables
mediadores sistémicos de la accion de TNF-a porque producen resistencia
hepatica a la insulina y alteraciones en el metabolismo de los lipidos e hidratos
de carbono que desembocan en mayor resistencia a la insulina (Méndez-
Sanchez y cols., 2005).

2.3.3. Cancer.

La incidencia del cancer endometrial y del cancer de mama
posmenoupasico en la mujer, del cancer de prdstata en el hombre y del cancer
colorrectal, de rifiobn y de eséfago en ambos sexos esta relacionada con el
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grado de obesidad. Los mecanismos subyacentes que originan el proceso
canceroso son dificiles de definir. El reflujo gastroesofagico, debido al volumen
abdominal, contribuye al cancer esofagico, y el cancer de colon esta
relacionado con el hiperinsulinismo. El cancer de mama parece estar vinculado
a los estrogenos libres en las mujeres obesas posmenopadusicas, causados por
la conversion periférica de las hormonas sexuales en el tejido adiposo por la
aromatasa. Estos cambios también pueden explicar la propension a padecer el
cancer endometrial y pueden ser relevantes para establecer una relacion entre
sobrepeso y cancer de prostata (Ambeba y Linkov, 2011; Bardou y cols., 2013;
Behrens y Leitzmann, 2013; Estores y Velanovich, 2013; Parsons y cols., 2013)

El exceso en la concentracion de estroégrenos también interfiere en la
regulacién del eje hipotadlamo-hipofisario, creando una funcion reproductiva
anormal y una produccién irregular de ciclos anovulatorios (Ambeba y Linkov,
2011).

2.4. Obesidad e inflamacion.

La obesidad es una patologia que se acompafia frecuentemente de un
cierto grado de inflamacion, denominada inflamacion crénica de baja intensidad
(Medzhitov, 2008). Es comun la presencia de macrofagos infiltrados en el tejido
adiposo. La infiltracion podria deberse a la muerte de los adipocitos
hipertrofiados y/o a una hipersecrecién por parte del tejido adiposo de
citoquinas pro-inflamatorias, como la proteina quimiotactica de macréfagos
(MCP-1). Los macrofagos representan cerca del 7% del total de las células
presentes en el tejido adiposo, el aumento de peso inducido por la dieta genera
una infiltracion de macrofagos que contribuye con mas del 60% de las células
halladas en ese tejido. Este tipo de leucocito seria una importante fuente de
factores de inflamacion en el tejido adiposo, y daria lugar a parte de los
mecanismos fisiopatoldgicos que permiten el establecimiento de la resistencia
a la insulina y la diabetes mellitus tipo 2 (Weisberg y cols., 2003).

Adicionalmente, es posible que el deterioro del endotelio, debido al dafio
oxidativo resultante de un ambiente lipolitico, juegue un papel importante en el
reclutamiento de los macrofagos, similar al observado en la ateroesclerosis
(Wellen y Hotamisligil, 2003). Al respecto, Strissel sugiere que la muerte de los
adipocitos, la cual esta relacionada con la hipoxia que tiene lugar cuando el
tejido adiposo se expande en breve tiempo, recluta a los macréfagos para
remodelar este tejido, eliminando las células muertas y retirando su contenido
lipidico potencialmente citotoxico (Strissel y cols., 2007). Se ha demostrado que
un factor que participa activamente en el desarrollo de inflamacion asociada a
la obesidad es la hipoxia, con un importante papel en la alteracion de la
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secrecion de adipoquinas, en el aumento en la expresibn de genes pro-
inflamatorios y en la muerte de los adipocitos (Surmi y Hasty, 2008).

La obesidad debida al exceso de grasa, y en concreto, el acimulo a nivel
visceral, ocasiona que el tejido adiposo secrete cantidades méas elevadas de
adipoquinas, creando un "ambiente inflamatorio" con aumento de las
concentraciones de TNF-a, IL-6, resistina, inhibidor del activador del
plasmindgeno (PAI-1), leptina, fibrinbgeno y componentes del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) (Redinger, 2008). Algunas de estas
adipoquinas, sobre todo la leptina, activan a las células endoteliales y ayudan a
la acumulaciébn de macrofagos en el tejido adiposo, responsables de la
liberaciébn de moléculas pro-inflamatorias, entre ellas el TNF-a, perpetuando el
estado de inflamacion descrito en la obesidad.

En los Ultimos afios ha tomado importancia la existencia de unos
neuropéptidos llamados orexinas, relacionados con el remodelado del tejido
adiposo y con la lipolisis. Actualmente, se esta estudiando la relacién entre la
obesidad y estos neuropéptidos, y concretamente el papel que desempefia la
leptina en su regulacion (Perez-Leighton y cols., 2013).

2.5. Obesidad y pancreatitis aguda.

En la ultimas décadas, diversos estudios clinicos han demostrado que
pacientes que padecian pancreatitis aguda acompafiada de obesidad han
sufrido mayores complicaciones sistémicas (Martinez y cols., 1998; Sempere y
cols., 2008; Ammann y cols., 2010) y un aumento de los casos de pancreatitis
aguda leve (Johnson y cols., 2004). Por esto, se afirma que la obesidad
constituye un factor de riesgo para el desarrollo de complicaciones locales y
sistémicas en pancreatitis aguda (Martinez y cols., 2004). Dos metaanalisis
confirman que la asociacion entre pancreatitis aguda y obesidad aumenta la
morbilidad y mortalidad de la patologia (Martinez y cols., 2006; Chen y cols.,
2012). Recientemente, Sadr-Azodi y colaboradores han observado que no hay
relacion entre el IMC y riesgo de PA, pero si que el tejido adiposo abdominal es
un factor de riesgo independiente para el desarrollo de la enfermedad (Sadr-
Azodiy cols., 2013).

En la pancreatitis aguda necrotica experimental inducida por taurocolato
sbédico, se ha observado una menor supervivencia en ratas obesas por
manipulacion genética en comparacion con ratas control (Segesvard y cols.,
2001).

En otro estudio, mediante induccibn de PA experimental por
administracion intraperitoneal de IL-12 e IL-18 en ratones, se concluyd que los
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animales obesos por manipulacion genética desarrollaban una mayor severidad
en la pancreatitis aguda (Senello y cols., 2008).

In vitro, la presencia de resistina, adipoquina aumentada en condiciones
de obesidad, aumenta la citotoxicidad en células acinares AR42J mediante la
activacion de TNF-a e IL-6, via NF-kB (Jiang y cols., 2013).

El mecanismo por el cual la obesidad agrava la pancreatitis aguda
continta siendo desconocido. No obstante, se propone que las alteraciones del
sistema inmune en los pacientes obesos pueden estar detras de este
fendbmeno (Papachristou y cols., 2008). Otro factor implicado puede ser la
disminucién de la concentracion de adiponectina, adipoquina protectora,
relacionada con la obesidad (Araki y cols., 2008). La lipotoxicidad derivada de
la presencia de acidos grasos insaturados también participa en el desarrollo del
fallo multiorganico asociado a la PA (Navina y cols., 2011).

En resumen, la obesidad se caracteriza por un grado de inflamacion
cronico en circustancias normales. En estas condiciones, el tejido adiposo
libera concentraciones altas de leptina, resistina, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-1,
acidos grasos libres, inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1) y proteina
C reactiva (CRP), sugiriendo la participacion activa del este tejido en el
desarrollo de la patologia. Cuando los pacientes obesos desarrollan la PA, este
estado pro-inflamatorio amplifica la respuesta inflamatoria de la enfermedad,
contribuyendo a la instauracion del sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica y como consecuencia a la apariciéon del fallo multiorganico.
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3. ESTRES OXIDATIVO.

3.1. Concepto de radical libre.

Un radical libre es una molécula, fragmento de molécula o 4tomo que
contiene uno o mas electrones desapareados en su orbital externo. Tienen una
vida media extraordinariamente pequeia del orden de milisegundos debido a
su gran reactividad, aunque puede variar segun el tipo de radical libre.

Estas moléculas o atomos tremendamente reactivos se encuentran
implicados en el inicio y desarrollo de numerosas enfermedades (Halliwell,
2011). Tras la evidencia del papel patolégico de estos compuestos, se han
abierto numerosas vias de investigacion con el fin de modular o paliar sus
efectos deletéreos. En el medio bioldgico, los radicales libres méas frecuentes
son compuestos oxigenados y se les llaman especies reactivas de oxigeno. La
vida, al desarrollarse en presencia de oxigeno, ha convivido con estas ERO
que se han mostrado responsables del dafio oxidativo a macromoléculas
bioldgicas como el ADN, lipidos, glucidos y proteinas (Lambeth, 2007). Multitud
de patologias sin nexo de union se han visto relacionadas por la presencia de
estas ERO, e incluso estan presentes en procesos fisiologicos como el
envejecimiento (Austin y St-Pierre, 2012) o el ejercicio fisico (Sastre y cols.,
1992; Nikolaidis y cols., 2012). De cualquier forma, en muchas de estas
patologias y procesos fisiolégicos se desconoce todavia si son causa o
consecuencia. En general, cualquier agresion a un tejido puede causar ruptura
celular y liberacion del contenido intracelular en el area que rodea la zona
lesionada. Esto incluye a los metales de transicion, capaces de generar
pequefias cantidades de radicales libres que al superar la capacidad de
eliminacién pueden agravar un proceso patolégico (Del Maestro y cols., 1980;
Bencini y cols., 2010).

Ademas de las especies reactivas de oxigeno, existen también radicales
libres nitrogenados o especies reactivas de nitrdgeno (ERN) cuya importancia
aunque en principio menor que la de las especies reactivas de oxigeno, ha
crecido considerablemente en la actualidad.

3.2. Clases de radicales libres.

Existen muchas clases de radicales libres, tanto dentro de las ERO como
de las ERN. Entre los mas importantes podemos destacar los siguientes: el
anion superéxido (02°), poco reactivo pero potencialmente téxico por los
intermediarios que puede producir; el peroxido de hidrégeno (H.O) que, sin ser
un radical libre, puede atravesar las membranas causando dafio oxidativo
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lejano; el radical hidroxilo (OH®) que es muy reactivo y con semivida
extremadamente corta; el radical peroxilo (ROO®) que surge de la peroxidacion
lipidica y el 6xido nitrico (NO®) que tiene muchas funciones fisiolégicas, pero
gue reaccionando con el superoxido puede formar peroxinitrito (ONOQO’) que es
muy toxico. La sobreproduccion de NO en el desarrollo de la PA produciria
alteraciones en la microcirculacion pancreatica y serviria como potente
estimulo para atraer a los neutrdfilos tanto al tejido pancreatico como al
pulmonar.

3.3. Génesis de las especies reactivas de oxigeno.

Los radicales libres de oxigeno pueden producirse tanto de forma
enddégena como proceder de fuentes exdgenas (Freeman y Crapo, 1982;
Baeuerle y Henkel, 1994). Todos los radicales libres descritos anteriormente
corresponden a especies de formacion endogena, pero el organismo también
esta expuesto a radicales libres que no son producidos por él mismo. En la
dieta son ingeridos muchos compuestos de naturaleza prooxidante, ademas
son fuente de radicales libres el humo del tabaco, la polucién ambiental, el
ozono, etc. (Ames, 1993; Pryor y cols., 1995; Rock y cols., 1996). En cambio,
algunas especies reactivas de oxigeno surgen como “accidentes quimicos”, es
decir, reacciones secundarias no deseadas entre las biomoléculas o en la
detoxificacion de xenobidticos. Sin embargo, otras especies activadas de
oxigeno se generan in vivo con un fin determinado, como en el caso de los
fagocitos activados, que producen O,* y H,O, (Halliwell, 1991). Podemos por
tanto distinguir las fuentes exdgenas de génesis de especies reactivas de
oxigeno de las fuentes endogenas.

Entre las principales fuentes enddgenas involucradas en la formacion de
las especies reactivas del oxigeno se encuentran: la cadena de transporte
electrénico mitocondrial (Srinivasan y cols., 2012); la enzima NADPH oxidasa
(Kawahara y cols., 2007), la reaccion de Fenton-Haber-Weiss (Haber y Weiss,
1932), la enzima xantina Oxidoreductasa (Vergeade y cols., 2012) y los
peroxisomas (Fransen y cols., 2012). La hemoglobina extracelular, liberada en
situaciones hemoliticas, procesos inflamatorios o por dafo tisular también
puede considerarse una fuente endogena de produccion de ERO (Alayash y
cols., 1999).

La produccion de ERO, por fuentes exdgenas, puede ser debida a la
accion de radiaciones electromagnéticas (rayos X y y) o a radiaciones de
particulas (electrones, protones, neutrones, deuterones y particulas a y ) (von
Sonntag, 1994). Los factores ambientales tales como contaminantes aéreos
fotoquimicos, la hiperoxia, los pesticidas, el humo del tabaco, los solventes, los
anestésicos y los hidrocarburos aromaticos pueden ser otras fuentes de ERO.
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3.3.1. Hemoglobina.

La hemoglobina es una heteroproteina con una masa molecular de
64.000 kD y que esta presente mayoritariamente en los glébulos rojos de la
sangre. Sus funciones consisten en transportar el oxigeno, disolver el didxido
de carbono y también participar en la regulacion de pH de la sangre.

Una molécula de hemoglobina consta de 2 pares de cadenas
polipeptidicas, conocidas como globina, y 4 grupos proteicos hemo que
contienen cada uno un atomo de hierro en estado ferroso (Fe ?*). Las cadenas
peptidicas son iguales 2 a 2 y adoptan una posicién helicoidal, de esta forma la
hemoglobina adquiere estructura esteroide (Fig. 5). El grupo hemo es el
responsable del color rojo de la hemoglobina

La globina tiene 4 cadenas polipeptidicas que se denominan con las
letras a, B, y, 6. Existe una cadena mas, la €, que esta presente durante los 3
primeros meses de vida. En el ser humano se pueden encontrar diversos tipos
de hemoglobina segun las cadenas por las cuales esté formada. La
hemoglobina A corresponde al 95% de los adultos, compuesta por 2 cadenas a
y 2 cadenas [3; la hemoglobina A’; la hemoglobina F (fetal) con mayor afinidad
por el oxigeno, sélo presente hasta el cuarto mes de gestacion; y la
hemoglobina Gower que desaparece casi por completo en el tercer mes de
embarazo, cuando empieza a aparecer la hemoglobina fetal.

Figura 5.- Estructura cuaternaria de la hemoglobina.
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3.3.1.1. Metabolismo de la hemoglobina.

La bilirrubina es un pigmento de origen biliar y tonalidad amarillenta que
surge como resultado de la descomposicion de la hemoglobina. Fue
descubierta en el siglo XIX por el cientifico Heiktz.

Es una biomolécula formada tras la rotura de la membrana celular del
eritrocito. Se libera la hemoglobina contenida en ella, y es fagocitada por los
macréfagos tisulares del organismo, sobre todo los del bazo, higado y medula
Osea.

En la degradacion de la hemoglobina, se separan, por un lado, la
molécula de globina y, por otro, el grupo hemo. La bilirrubina es un producto de
degradacion de las proteinas que contienen el grupo hemo.

La hemo oxigenasa degrada el grupo hemo en los macréfagos, abriendo
el anillo tetrapirrdlico para dar origen a una molécula lineal de 4 anillos
pirroliticos llamada biliverdina (Fig. 6), a hierro libre (se oxida el Fe?* a Fe*")y a
monodxido de carbono.

Figura 6.- Degradacion del grupo hemo de la hemoglobina.
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La biliverdina es reducida por la enzima biliverdina reductasa para dar
bilirrubina. Durante las horas o los dias siguientes, los macrofagos liberan el
hierro de la hemoglobina que sera transportado por la transferrina hasta la
médula 6sea (para formar nuevos hematies), o almacenado en el higado y
otros tejidos en forma de ferritina para situaciones de necesidad.

La bilirrubina, al ser muy poco soluble en agua, viaja unida a la albumina
sérica (proteina transportadora) por el torrente sanguineo al higado, donde se
separan. Alli se une al acido glucurdnico, de forma que la bilirrubina se hace
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mas soluble. La bilirrubina directa comprende a la bilirrubina conjugada con el
acido glucurénico y la bilirrubina indirecta comprende a la que va unida a la
albumina.

Este glucurdnido de bilirrubina se secreta activamente en la bilis y se
dirige hacia el intestino. Las bacterias intestinales metabolizan esta bilirrubina y
la transforman en una serie de pigmentos denominados urobilin6genos. Estos
pigmentos son los que le dan a las heces el tipico color amarillo marron. Una
parte de estos urobilinbgenos, dado que son méas solubles en agua, se
reabsorben hacia la sangre y son eliminados por los rifiones a la orina.

El incremento de la bilirrubina en el torrente sanguineo hace que este
pigmento se acumule en los tejidos con mayor cantidad de fibras elasticas. Los
valores normales de bilirrubina en sangre se ubican entre 0,3 y 1 mg/dl.
Cuando el nivel supera los 2 mg/dl, la piel y la mucosa se vuelven amarillentas.

3.3.1.2. Actividad peroxidasa de la hemoglobina.

En condiciones normales, la mayor parte de la hemoglobina se
encuentra en el interior de los glébulos rojos, donde es protegida del medio
interno por unos eficientes complejos enziméticos disefiados para evitar la
interaccion de la hemoglobina con moléculas extracelulares. La concentracion
de hemoglobina libre o extracelular en circulacion es por tanto minima y
controlada por unas proteinas especificas del plasma, llamadas haptoglobinas,
y por macrofagos. Sin embargo, en condiciones patoldgicas puede producirse
la liberacién de la hemoglobina de los glébulos rojos mediante hemdlisis. En
estas circunstancias, la concentracion de hemoglobina libre esta aumentada y
los mecanismos reguladores son insuficientes para evitar sus efectos tdxicos
(Buehler y cols., 2010Db).

El causante de la toxicidad de la hemoglobina es el grupo hemo, debida
fundamentalmente a la capacidad que tiene de desarrollar una actividad de tipo
peroxidasa. En presencia de un ambiente inflamatorio, oxidantes como el H,0,
reaccionan con la hemoglobina generando radicales libres. Si estos radicales
no son neutralizados pueden causar un grave dafio oxidativo en células y
organos. Por otra parte, otra propiedad potencialmente toxica que tiene la
hemoglobina es la habilidad para reaccionar con el 6xido nitrico (NO), un
potente vasodilatador que juega un papel crucial en la relajacién del masculo
liso, en la regulaciébn de la expresion molecular en el endotelio y en la
generacion y activacion de plaquetas (Schaer y cols., 2013).

En resumen, las propiedades oxidativas y vasoactivas descritas
anteriormente son las responsables de la toxicidad de la hemoglobina
extracelular observada en multitud de enfermedades (Nielsen y cols., 2010).
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3.4. Antioxidantes.

Puesto que continuamente la maquinaria celular estd produciendo
especies reactivas del oxigeno, necesita poseer sistemas de contencion de
estos pro-oxidantes. Estos mecanismos de defensa son las denominadas
sustancias antioxidantes. Halliwell en 1995 definié antioxidante como “cualquier
sustancia que, cuando esta presente en bajas concentraciones comparado con
el sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la oxidacion de este
sustrato” (Halliwell y Gutteridge, 1995). Bajo el punto de vista bioquimico los
podemos dividir en antioxidantes enzimaticos y antioxidantes no enzimaticos.

Como antioxidantes enzimaticos encontramos la catalasa, que participa
en la eliminacién del peréxido de hidrégeno, dando lugar a agua y a una
molécula de oxigeno (Chance y cols., 1979); la glutatibn peroxidasa que
convierte el peroxido de hidrégeno y los peroxidos de lipidos en moléculas
inofensivas (Chance y cols., 1979) y la superdxido dismutasa, la cual
transforma el radical superéxido en perdxido de hidrégeno, constituyendo el
primer medio natural de defensa (McCord y cols., 1974; Fridovich, 1978).

3.4.1. Antioxidantes no enzimaticos.

Son aquellas moléculas que reaccionan directamente sin que sea
necesaria ninguna intervencion enzimatica con las especies reactivas o con los
productos de reaccion de éstas. Sin embargo, en ocasiones pueden participar
también en procesos antioxidantes enzimaticos. Entre los antioxidantes no
enzimaticos encontramos al glutation, la vitamina C, la vitamina E, los -
carotenos y el acido urico.

3.4.1.1. El glutation (GSH).

Es el tiol no proteico mas abundante en las células de mamiferos
(Jocelyn, 1973). Su concentracion intracelular es tan elevada como la
concentracion de glucosa (Vifia y cols., 1978).

Tiene numerosas e importantes funciones fisiologicas y metabolicas que
se derivan de su peculiar estructura (Fig. 7) (Vifia y cols., 1990). Presenta un
grupo tiol libre (-SH) que corresponde al aminoacido de cisteina, que es el que
interviene en las reacciones redox del glutation. Ademas, posee un enlace muy
particular, el y-glutamilo, que le hace resistente a la degradacion por las
peptidasas habituales de la célula. En la actualidad, s6lo se conoce una enzima
capaz de hidrolizarlo, la y-glutamil transpeptidasa, que esta situada en la
membrana celular (Vifia y cols., 1992).
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Figura 7.- Estructura quimica del glutatién reducido (GSH).
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El glutation se puede encontrar de dos formas, segun su estado de oéxido-
reduccion: como GSH o glutatién reducido (Fig. 7), o como GSSG o glutatién
oxidado. EI GSSG estd compuesto por dos moléculas de GSH unidas por un
puente disulfuro entre las cisteinas (Fig. 8).

Figura 8.- Estructura quimica del glutatién oxidado (GSSG).

NH3
@) O

N-H

— o
-

O O

ZWY’

/Eﬁf

e
I
I

a7



I-Introduccion

3.4.1.1.1. Sintesis del glutation y su regulacion.

El glutation reducido (GSH) se sintetiza a partir de sus aminoacidos en el
citosol de todas las células de mamifero (Meister, 1988). En la sintesis de GSH
intervienen dos enzimas. La primera es la y-glutamil cisteina ligasa (GCL), que
da lugar a la y-glutamil cisteina a partir de L-glutdmico y L-cisteina. En
situaciones fisiologicas, el paso limitante para la sintesis de GSH es la
disponibilidad de cisteina (Tateishi y cols., 1974; Tateishi y cols., 1977). La
sintesis de glutation esta regulada por retroalimentacion, ya que el GSH inhibe
la GCL (Richman y Meister, 1975).

L-glutamato + L-cisteina + ATP - y-glutamil-L-cisteina + ADP + Pi

El segundo paso de la sintesis de GSH esta catalizado por la glutation
sintetasa (GS), que une una glicina a la y-glutamil cisteina. La enzima glutation
sintetasa se compone de dos subunidades idénticas y no esta sujeta a
inhibicion por retroalimentacion negativa por el GSH (Oppenheimer y cols.,
1979). En el rifidn de la rata se glicosila pero el papel de la glicosilacion de la
enzima en la regulacion de su actividad es desconocido (Oppenheimer y cols.,
1979; Lu, 1999).

3.4.1.1.2. Degradacién del glutatién, ciclo del y-glutamilo.

El conjunto de las seis reacciones que participan en la sintesis y
degradacion del glutation constituye el llamado ciclo del y-glutamilo y fue
postulado por Meister y Anderson a mediados de los ochenta (Meister y
Anderson, 1983).

Tras la sintesis de glutation mediante la GCL y la glutatién sintetasa, el
glutatién es utilizado o degradado. La catabolizacion del glutation se realiza en
parte dentro de la célula y en parte fuera de la misma. El glutation se exporta
fuera de la célula por medio de un transportador especifico. Comienza
entonces la accién de la y-glutamil transpeptidasa (GGT), que cataliza dos tipos
de reacciones: a) transpeptidacion, en la que la parte y-glutamilo se transfiere a
un aceptor, que puede ser el mismo GSH; b) hidrdlisis, en la que se hidroliza el
enlace y-glutamilo. Los substratos de la enzima son el GSH, el GSSG, el GSH
S-sustituido y otros compuestos del y-glutamilo.

La actividad GGT se localiza en la superficie externa de las células.
Cuando el GSH interacciona con la membrana, la GGT forma el y-glutamil
aminoacido, que entra al interior de la célula a través de un transportador
especifico. La y-glutamil ciclotransferasa hidroliza el y-glutamil aminoacido,
liberando el aminoacido y 5-oxo-L-prolina. La oxoprolinasa cataliza la hidrdlisis
dependiente de ATP de la oxoprolina, liberando glutamato. Una dipeptidasa
hidroliza la cisteinilglicina formada por la GGT (Meister y Anderson, 1983).

48



I-Introduccion

3.4.1.1.3. Via de la transulfuracion.

La disponibilidad de L-cisteina es el factor limitante para la sintesis de
glutation en condiciones fisiologicas. La cisteina proviene de la dieta, de la
protedlisis o alternativamente es sintetizada a partir de metionina por medio de
la via de transulfuracion (Fig. 9) (Vifia y cols., 1996). El hecho que el ayuno
induce una caida de los niveles de GSH del 50% en ratas control subraya la
importancia del estatus nutricional en la sintesis de GSH. De hecho, el ayuno
durante 48 horas produce una marcada deplecion de glutation en el higado y
los niveles se restauran al alimentarse normalmente (Tateishi y cols., 1983).
Ademas, los niveles hepaticos de glutation se relacionan intimamente con el
contenido de cisteina y/o de cistina de la dieta.

La cisteina entra en la célula utilizando transportadores especificos para
aminoacidos neutros (Bannai, 1984). En hepatocitos se transporta
principalmente por el sistema ASC sodio dependiente, y también esta sujeto a
inhibicion cis y estimulacion trans por los otros substratos de este sistema
(Kilberg y cols., 1979; Bannai, 1984). La cistina, se transporta en la forma
anionica por el transportador Xc sodio independiente, siendo el glutamato el
anico otro substrato (Bannai, 1984). A pesar que este sistema no se expresa en
hepatocitos normales, se induce por la deplecion de glutation producida por
agentes electrofilicos (Bannai y cols., 1989).

La via de transulfuracion ocurre en varios tejidos, pero principalmente en
el higado. Esta via incluye cinco pasos:

1- Activacion de la metionina a s-adenosil metionina

2- Desmetilaciéon

3- Eliminacién de la fraccién s-adenosil para formar homocisteina.
4- Formacion de cistationina de la homocisteina y serina

5- Uniodn de la cistationina para dar cisteina y a-ketobutirato.

Los pasos mas importante de esta secuencia son el primero, que esta
catalizado por la metionina s-adenosil transferasa, y el ultimo, que es
irreversible y esta catalizado por la enzima [-cistationasa.
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Figura 9.- Via de la transulfuracion y metilacion.
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3.5. Estrés oxidativo.

3.5.1. Concepto de estrés oxidativo.

En la vida celular, la produccion de cierta cantidad de radicales libres es
normal e inevitable (Slater, 1984). En general, niveles moderados de radicales
actian como sefalizadores para promover la proliferacion y supervivencia
celular (De Marchi y cols., 2013). Sin embrago, estas especies tan reactivas
serian capaces de causar un dafio oxidativo si no fuese porque existe una
cantidad de mecanismos antioxidantes que evitan dicho dafio y mantienen la
homeostasis redox. El concepto de estrés oxidativo fue introducido por Sies en
1986, y se define como un desequilibrio entre las especies prooxidantes y las
antioxidantes en favor de las primeras (Sies, 1986). El estrés oxidativo puede
originarse por un exceso de sustancias prooxidantes, una deficiencia de
agentes antioxidantes, o por ambos factores a la vez. En situaciones de estrés
oxidativo se produce oxidacion de biomoléculas causando dafo tisular, dado
que la capacidad antioxidante se ha visto desbordada.

La oxidacion se produce a nivel de las cuatro principales biomoléculas,
lipidos, glucidos, &cidos nucléicos y proteinas. Los radicales libres atacan a las
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biomoléculas y son capaces de oxidarlas causando pérdida de funcion,
acumulacion de moléculas oxidadas y mutaciones.

Dada la importancia del dafio que el estrés oxidativo puede producir en
las células y en el organismo, en los ultimos afios se ha intentado encontrar
indices que nos permitan medirlo. Se utilizan fundamentalmente los productos
de la oxidacion de las diferentes biomoléculas.

3.5.2. Daio oxidativo a lipidos.

De las cuatro principales tipos de biomoléculas las més susceptibles a
ser dafiadas oxidativamente son los lipidos, y dentro de ellos los acidos grasos
poliinsaturados (Cheeseman y Slater, 1993). Los radicales libres que pueden
iniciar esta reaccion son el radical hidroxilo (HO®), el peréxido (ROQO®), el
alcéxido (RO®) y el alquilico (R®).

El mecanismo de oxidacion a los lipidos se denomina peroxidacion
lipidica y comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la cadena
alifatica de un &cido graso, se desprende un atomo de hidrégeno, y se forma un
radical alquilico (Frei, 1994; Halliwell, 1994). Esta reaccion se produce
preferentemente en los carbonos contiguos a dobles enlaces de los acidos
grasos poliinsaturados, ya que los radicales formados se pueden estabilizar por
resonancia con el enlace doble. Este radical centrado en un atomo de carbono
reacciona con el O, y forma un radical peréxido, R-COQ°. Los radicales
peréxido pueden reaccionar con cadenas laterales de otros acidos grasos
poliinsaturados adyacentes, se forma un radical alquilico (R’-CH®) y un peréxido
lipidico (R-COOH), con lo que se propaga la reaccidon en cadena radicalaria
(Halliwell, 1994). Ciertos componentes de la defensa antioxidante de las células
restringen la extension de esta reaccion en cadena, siendo incluso en
ocasiones capaces de detenerla completamente (Vladimirov, 1986).

De esta manera, un solo ataque por un radical libre da lugar a la
formacion de un gran numero de productos de oxidacion, principalmente
aldehidos como malondialdehido y 4-hidroxinonenal, hidrocarburos de cadena
corta como etano y pentano (Halliwell, 1991; Halliwell, 1994) y productos de la
oxidacion no enzimatica del acido araquidénico como los isoprostanos (Morrow
y cols., 1990).

3.5.2.1. F>-Isoprostanos.

Los isoprostanos son moléculas formadas por la oxidaciéon del acido
araquidonico, un acido graso poliinsaturado ubicuo (Morrow y cols., 1990). Al
contrario que las prostaglandinas, formadas por la accion de la enzima

51



I-Introduccion

ciclooxigenasa, estas moléculas son originadas por peroxidacion independiente
de esta enzima (Fig. 10).

Numerosos estudios han puesto de manifiesto que la cuantificacion de
los F,-isoprostanos es la medida mas correcta de valorar el dafio oxidativo,
tanto in vitro como en modelos animales (Famm y Morrow, 2003). Ademas del
estrés oxidativo, estan implicados en numerosas enfermedades de origen
cardiovascular, pulmonar, renal, hepatico y neurologico (Morrow y Roberts,
1997; Pratico y cols., 2001). Aunque la asociacién entre aumento de estrés
oxidativo y enfermedad no implica necesariamente una conexion, el hecho de
que los niveles de isoprostanos estén aumentados tempranamente en asma
(Montuschi y cols., 1999), cirrosis hepatica (Pratico y cols., 2001) o enfermedad
de Alzheimer (Montine y cols., 2002) indica un papel importante en el origen de
multiples y diversas enfermedades.

Figura 10.- Mecanismo de formacion de isoprostanos.
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Los isoprostanos no son unicamente marcadores de estrés oxidativo,
intevienen en numerosos procesos bioldgicos, planteando una funcidon de
mediadores fisiopatologicos de dafio oxidativo. La mayoria de los estudios de
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las acciones biologicas estan centrados en el 15-Fy-isoprostano, un potente
vasoconstrictor. Los F,-isoprostanos reducen la filtracién glomerular y el flujo
renal sanguineo debido a sus propiedades vasoactivas (Badr y Abi-Antoun,
2005). En otros lechos vasculares, el 15-F,-isoprostano también tiene efecto
constrictor, como en la arteria pulmonar (Dromparis y Michelakis, 2012), las
arterias coronarias (Benndorf y cols., 2008), las arteriolas cerebrales (Hou y
cols., 2000), los vasos de la retina (Brantley y cols., 2012) y la vena porta (La
Mura y cols., 2011). Los Fj-isoprostanos causan contraccion del musculo
esquelético bronquial humano in vitro (Beauchamp y cols., 2001) e inducen
obstruccion del flujo aéreo y exudacion del plasma en cerdos in vivo (Okazawa
y cols., 1997).

Los isoprostanos desarrollan importantes actividades in vitro que pueden
ser relevantes en la fisiopatologia de la aterosclerosis. Participan en promover
la activacion plaquetaria e inducen mitogénesis en células musculares
esqueléticas. Ademas, su sintesis estd aumentada durante la oxidacion de las
LDL in vitro (Cracowski, 2004; Davies y Roberts, 2011).

La accion vasoconstrictora de los isoprostanos puede estar mediada por
la activacion de los receptores de tromboxano A2 (Takahashi y cols., 1992,
Delannoy y cols., 2010).

3.5.2.2. Malondialdehido (MDA).

El malondialdehido (MDA) es el producto de peroxidacion lipidica mas
estudiado. Desde 1960 numerosos métodos de determinacion han sido
desarrollados para evaluar esta molécula y por tanto cuantificar el grado de
estrés oxidativo tanto in vivo como in vitro.

La principal fuente de produccion de MDA son los acidos grasos
poliinsaturados con dos 0 mas dobles enlaces entre grupos metilenos. Existen
tres hipotesis que explican su formacion. La primera esta basada en un
precursor endoperoxido ciclico similar al formado durante la biosintesis de las
prostaglandinas (Pryor y Stanley, 1975). Las otras dos teorias explican la
formacion del MDA mediante la sintesis sucesiva de hidroperoxidos y [-
eliminacién de la cadena de acidos grasos para dar el correspondiente
hidroperoxialdehido (Esterbauer y cols., 1991). EI MDA también puede
generarse in vivo en un proceso enzimatico a partir de varias prostaglandinas
(Hecker y Ullrich, 1989).

En condiciones fisiologicas, a pH neutro, el MDA se encuentra en forma
de anién enolato y posee muy baja reactividad (Esterbauer y cols., 1991). Sin
embargo, esta molécula puede reaccionar con las bases de los acidos
nucleicos y formar distintos aductos (Marnett, 1999). El principal producto de
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esta reaccion es el pirimido-[1,2-a] purin-10(3H)-1  desoxirribosa,
abreviadamente, M1G. Este aducto es capaz de ocasionar mutaciones y
sustituciones de pares de bases en bacterias y células de mamiferos (Van der
Veen y cols., 2003). EI MDA también es capaz de crear enlaces con las
proteinas, en concreto con las histonas, tanto en condiciones fisioldgicas como
ionicas (Voitkun y Zhitkovich, 1999). Todas estas actividades potencialmente
genotdxicas causarian mutaciones y por ultimo cancer.

Otro proceso en el que este aldehido esta involucrado es en la
aterogénesis. Puede reaccionar con aminas primarias del residuo de lisina de
la apolipoproteina B100 (Uchida, 2000). Este fendmeno tiene lugar en la capa
intima de las arterias, fuera del alcance de los mecanismos antioxidantes
plasmaticos, formando las bases de Schiff e incrementando la carga negativa
de la particula LDL. Una vez se ha formado la modificacién estructural de la
LDL nativa, ésta no es reconocida por los receptores apo B/E de las células
hepaticas y de los tejidos periféricos. En cambio, si es detectada y reconocida
por un grupo de receptores denominados genéricamente receptor scavenger
("basurero"), al que inicialmente se atribuia un rol protector por su capacidad de
captar el exceso de LDL circulante. La evidencia actual, por contra, indica que
la inducciébn de su actividad es pro-aterogénica. En relaciébn con las
enfermedades cardiovasculares, también es capaz de interaccionar con el
colageno contribuyendo al empeoramiento del proceso aterogénico (Slatter y
cols., 2000).

En el contexto de la pancreatitis aguda, el MDA ha sido una molécula
utilizada en numerosas ocasiones para determinar el dafio oxidativo lipidico
asociado al desarrollo de la enfermedad (Dabrowski y cols., 1988; Luan y cols.,
2013). Recientemente, se ha comprobado que altos niveles de MDA en suero
en estadios tempranos estan asociados con la severidad de la PA (Hernandez
y cols., 2011). Sin embargo, actualmente se desconoce la relacion existente
entre el MDA y la patogénesis y/o fisiopatologia de la pancreatitis aguda.

En conclusion, el MDA, como se ha comentado anteriormente con los
isoprostanos, no es solo un marcador de peroxidacion lipidica. Debido a su
capacidad mutagénica y a su participacion en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, su determinacion y analisis es importante a la hora de valorar
la patogénesis del estrés oxidativo y su participacion en numerosas
enfermedades, entre ellas la pancreatitis aguda.
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3.6. Estrés oxidativo y pancreatitis aguda.

La busqueda de un agente desencadenante de la pancreatitis aguda y
las semejanzas con otros tipos de lesiones donde el estrés oxidativo tiene un
papel importante, estimulo la investigacion de la participacion de los radicales
libres en la PA. A principios de los afios ochenta, Hillary Sanfey y sus
colaboradores pudieron demostrar que el pretratamiento con agentes
antioxidantes disminuia de forma significativa la hiperamilasemia, el edemay el
incremento de peso del pancreas, demostrando de forma indirecta la
participacion de los radicales libres en la pancreatitis aguda (Sanfey y cols.,
1984; 1985).

Durante afios se ha buscado la razén por la que una pancreatitis aguda
se desencadena, y también porque una pancreatitis pasa de ser leve a grave.
El estrés oxidativo se presentaba como candidato después del fracaso de otros
agentes para explicar estas dos cuestiones. Los experimentos preliminares
mostraron que se trata de un proceso precoz y sugieren que la xantina oxidasa
es una de las principales fuentes de radicales libres, de hecho, la tripsina es
capaz in vitro de convertir por proteolisis la xantina deshidrogenasa (XDH) en
xantina oxidasa (XO) (Sanfey y cols., 1985). Las propiedades quimioatractivas
de los radicales libres hacen que tras la liberacion de éstos, se produzca un
infiltrado de neutrofilos en el pancreas, que a su vez producen mas radicales
libres, con lo que se amplifica la respuesta inflamatoria. Los radicales
generados por los neutréfilos podrian participar incluso en la transformacion del
tripsindgeno en tripsina, por oxidacién de proteinas via NADPH oxidasa, con lo
que se cerraria un circulo que conduciria a la destruccién de la glandula
pancreatica (Gukovskaya y cols., 2002).

Numerosos grupos han estudiado en profundidad el estrés oxidativo, la
XO, y otras moléculas pro y antioxidantes, concluyendo que el estrés oxidativo
es un factor clave tanto en los procesos iniciales locales de la PA (Sevillano y
cols., 2003; Escobar y cols., 2010) como en la posible respuesta inflamatoria
sistémica asociada a la enfermedad (Rau y cols., 2000; Que y cols., 2010).

Las demostraciones in situ de la formacion de radicales libres durante la
pancreatitis, en ratas y humanos, fue llevada a cabo por Telek y colaboradores
usando el cerio como secuestrador de los radicales libres (Telek y cols., 1999;
Telek y cols., 2001).

La fuente de las diferentes ERO difiere segun el modelo experimental de
PA empleado. En la PA leve, causada por sobreestimulacion con ceruleina, los
radicales libres parecen estar asociados a la infiltracibn de neutrofilos
activados, mientras que en la PA necrotizante inducida por perfusion retrograda
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de taurocolato sodico, la causa puede ser la conversion de XDH a XO (Closa y
cols., 1994).

Tanto en modelos de PA leve, inducida por ceruleina o L-arginina, como
en modelos de PA grave, inducida por taurocolato, se ha podido demostrar un
descenso precoz de GSH e incluso de cisteina, su aminoacido precursor, que
se mantiene y precede a la formacion de edema pancreéatico. Este descenso en
los niveles de glutation supondria, ademas de la pérdida de la capacidad de
defensa antioxidante, una alteracion en la integridad del citoesqueleto y en la
membrana de las organelas intracelulares, lo que permitiria la prematura
activacion de las enzimas digestivas en el interior de las células acinares y el
consiguiente desarrollo del proceso inflamatorio (Schulz y cols., 1999). Este
mecanismo puede ser revertido, disminuyendo el grado de afectacion
pancredtica, cuando los animales de experimentacidon son pretratados con
precursores del GSH como la cisteina o el zinc o son tratados con pentoxifilina
(Escobar y cols., 2012a). Sin embargo, en un ensayo clinico en 79 pacientes
con PA tratados con una combinacion de S-adenosilmetionina y N-
acetilcisteina no se consiguieron reproducir estos efectos beneficiosos (Sharer
y cols., 1995).

Junto al GSH, otros parametros de estrés oxidativo suelen estar
alterados durante la evolucion de la PA, como algunas enzimas antioxidantes,
lipidos oxidados, proteinas carboniladas y/o la actividad mieloperoxidasa
(MPO), poniendo de manifiesto la relacién entre estrés oxidativo y PA (Park y
cols., 2003; Winterbourn y cols., 2003; Hernandez y cols., 2011). De hecho, la
severidad de la enfermedad se correlaciona en multitud de ocasiones con la
concentracion de estos parametros (Abu-Zidan y cols., 2000).

Las especies reactivas de nitrégeno (ERN) estan relacionadas también
con el funcionamiento normal de pancreas y con su fisiopatologia. El éxido
nitrico participa en la regulacion de la secrecion normal del pancreas exocrino y
endocrino, asi como en el flujo sanguineo pancreéatico. En procesos
inflamatorios como la PA, la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) contribuye a
la formacion de oxido nitrico (NO) en la PA grave (Tanjoh y cols., 2007). Esta
demostrado que una produccion moderada de NO tiene efectos beneficiosos
en la PA experimental edematosa, sin embargo, una sobreproduccion
descontrolada puede ser perjudicial (Ozturk y cols., 2008). La sintesis de NO y
la expresion de las distintas isoformas de la 0xido nitrico sintasa, en pancreas y
pulmén, parece estar diferenciada segun la magnitud y la fase de la PA,
sugiriendo un papel diferente para cada 6xido nitrico sintasa (Ang y cols.,
2009).

En los ultimos afios, se ha descrito un nuevo e importante papel del
estrés oxidativo como sefializador celular (D'Autréaux y Toledano, 2007). Un
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desbalance redox no soélo es responsable de dafio oxidativo, sino que también
participa como sefalizador intracelular en procesos inflamatorios,
particularmente en la regulacion de genes pro-inflamatorios (Leung y Chan,
2009). De hecho, las ERO actian como mediadores inflamatorios a través de la
activacion, migracion y adhesion de leucocitos y también aumentando la
expresion de otros mediadores como citoquinas, quimioquinas y moléculas de
adhesién (Pereda y cols., 2006; Ramnath y cols., 2008). En las células
pancredticas, las ERO inducen la activacion de NF-kB (Algul y cols., 2002).
Ademas, las ERO generadas por la XO durante la PA regulan las expresion de
P-selectina, mediador en la infiltracién neutrofilica (Folch y cols., 2000a).

En general, la modulacion de la sefalizacion intracelular por un
desbalance redox es producido por dos mecanismos. Por un lado, especies
oxidativas como H,O, y aldehidos a y p-insaturados se consideran
directamente como segundos mensajeros en la respuesta inflamatoria (Escobar
y cols., 2012b). Por otro lado, el estado redox integra la transduccion de la
sefial celular a través de modificaciones covalentes en sensores redox
(Szczesny y cols., 2004). Un ejemplo de estos sensores redox son los grupos
sulfhidrilos de los residuos de cisteina. Estos grupos tidlicos permiten la
oxidacion transitoria de algunas proteinas capacitandolas para la transmisién
de las sefiales intracelulares. A continuacién, mediante la accién de unas
enzimas reductoras especificas vuelven a su estado basal.

El H,O, actia como segundo mensajero en la activacion de la NADPH
oxidasa y del factor de transcripcion NF-kB (Li y cols., 2009). En la PA
experimental, la expresion y actividad de la NADPH oxidasa esta aumentada
(Chany Leung, 2007).

Las ERO producidas en la respiraciéon mitocondrial también participan en
la sefalizacion-transduccién de moléculas relacionadas con la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias, via dependiente o independiente del inflamasoma
(Bulua y cols., 2011; Zhou y cols., 2011). Estas ERO participan en los procesos
de apoptosis mediante la liberacién de citocromo ¢ y la activaciéon de las
caspasas, jugando un papel importante el calcio en la pérdida de potencial de
membrana mitocondrial en las células acinares (Odinokova y cols., 2009).

El estrés oxidativo promueve la activacion de vias de fosforilacion como
las MAPKs a través de la inactivacion de protein fosfatasas (Lee y Esselman,
2002). Las fosfatasas actuan como dianas moleculares de las ERO debido a
que las cisteinas cataliticas son mas sensibles a la oxidacion reversible que
otras cisteinas (Tonks, 2005). Un estrés oxidativo leve causa la oxidacion
reversible de estas cisteinas formando acido sulfénico, mientras que un estrés
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oxidativo intenso daria lugar a formaciones irreversibles como los acidos
sulfinicos y sulfonicos (Jackson y Denu, 2001).

Por consiguiente, las ERO y particularmente aquellas que proceden de la
respiracion mitocondrial regulan el balance entre MAPKs y algunas fosfatasas,
controlando la respuesta inflamatoria mediante sefializacion redox (Escobar y
cols., 2010; Naik y Dixit, 2011). La activacion de estas vias de fosforilacion, NF-
KB y otros factores de transcripcibn promueve cambios en la estructura de
cromatina, especialmente en la acetilacion de histonas que regulan la
expresion de genes inflamatorios. El reclutamiento de la histona acetil
transferasa y la inactivacion de la histona deacetilasa es un proceso complejo
gue es modulado por el ambiente redox, siendo la histonas deacetilasas la
mayores dianas del estrés oxidativo en este contexto (Escobar y cols., 2012b).

En conclusion, varios mecanismos moleculares estan implicados en los
efectos locales y sistémicos de la pancreatitis aguda mediante la expresion de
genes inflamatorios y a través de la estimulacién de la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias. El estrés oxidativo es un modulador clave en la sefializacion
celular y desempeiia un papel fundamental en la casacada inflamatoria, sin
embargo, su funcion es mucho mas compleja de lo esperado. Actualmente,
numerosos estudios estan dirigidos para clarificar la interaccion entre el estrés
oxidativo y la pancreatitis aguda, y también para disefiar estrategias
terapeuticas eficaces basadas en el tratamiento con antioxidantes o
reguladores redox.
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El objetivo general de la presente Tesis ha consistido en analizar la
contribucion del estrés oxidativo y del tejido adiposo abdominal en la respuesta
local y sistémica de la pancreatitis aguda experimental.

Los objetivos concretos han sido los siguientes:

1.-

Estudiar la posible presencia de hemoglobina extracelular y su
actividad peroxidasa asociada en el liquido ascitico y en el plasma
durante la pancreatitis aguda experimental inducida por taurocolato
sadico.

Analizar el origen de la hemoglobina extracelular y su papel en las
complicaciones locales y sistémicas de la pancreatitis aguda
experimental.

Estudiar el estrés oxidativo y el perfil lipidico en la pancreatitis
aguda experimental y su repercusion a nivel local y sistémico en la
mayor severidad de esta patologia asociada a la obesidad.

Estudiar los efectos del lavado peritoneal sobre la respuesta local y
sistémica de la pancreatitis aguda en ratas control y obesas.
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1. MATERIAL.

1.1. Animales de experimentacion.

Los animales de experimentacion utilizados para la pancreatitis aguda
necrotica experimental inducida por taurocolato sédico fueron ratas macho
Wistar (250+25 g), ratas macho control (lean) (308+25 g) vy ratas macho
obesas (Zucker) (fa/fa) (433+£34 g). Las ratas Wistar procedian del animalario
de la Facultad de Farmacia. Las ratas lean y Zucker fueron adquiridas de
laboratorios Harlan (Barcelona, Espafa) y Charles River (Barcelona, Espafia).
Las ratas Zucker se caracterizan por una mutacion en el receptor de la leptina,
mostrando hiperfagia y otras alteraciones similares que aparecen en el
sindrome metabdlico humano.

Todos los animales fueron alimentados con una dieta estandar de
laboratorio que contenia 590 g de carbohidratos, 30 g de lipidos, y 160 g de
proteinas por kilogramo de dieta y agua corriente ad libitum. Los animales se
mantuvieron en el estabulario de la Facultad de Farmacia del Servei Central de
Suport a la Investigacio Experimental (SCSIE), bajo condiciones de
temperatura (23 + 1°C), humedad relativa (60%) y ciclos de luz /oscuridad (12
/12 h) constantes.

Los animales recibieron cuidado acuerdo con el criterio escrito en “Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” preparado por la Academia
Nacional de las Ciencias y publicado por el Instituto Nacional de Salud (NIH
publicacion 86-23 revisado 1985). El Comité de Investigacion de la Facultad de
Medicina (Universidad de Valencia, Espafia) aproboé el protocolo de estudio.

La manipulacion de los animales y los protocolos de experimentacion
han sido realizados de acuerdo con las normas de experimentacién animal de
la Unién Europea (N.E.A.U.E. 1999).

1.2. Aparatos.

e Autoclave.
Marca JP SELECTA (Barcelona, Espafia), modelo AUTESTER-G.
e Autoinyector y detector UV-V para cromatografia liquida de alta

resoluciéon (HPLC).

Para el analisis de muestras mediante HPLC se utiliz6 el autoinyector
235P y el detector UV-visible 156 de GILSON (Middleton, USA).
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Balanzas.

Balanza de precision SARTORIUS (Gotinga, Alemania), modelo
ACCULAB ATILON, con una sensibilidad de + 0.0001 g. También se ha
utilizado una balanza SARTORIUS modelo PT 1200, con una
sensibilidad de + 0.1 g.

Bario seco digital.

Se utilizé6 un bafio provisto de agitacion automatica regulable, marca
ACCUBLOCK D1100 de LABNET (Edison, USA).

Bomba de perfusion.

Bomba de perfusion para la correcta perfusion de taurocolato de la
marca HARVARD APPARATUS (Massachusetts, USA), modelo Pump
11.

Captador de iméagenes.

Para el revelado de las membranas de nitrocelulosa se empled el
ChemiDoc MP Imaging System® (Bio-Rad, California, USA).

Centrifugas.

Para las centrifugaciones se utiliz6 una centrifuga de la firma HETTICH
LAB TECHNOLOGY (Tuttlingen, Alemania), modelo Rotina 420R.

Cubetas de electroforesis y electrotransferencia

Cubeta de electroforesis de la casa BIO-RAD (California, USA), modelo
PROTEAN Il xi cell. Para la electrotransferencia en seco, modelo iBlot®
7-Minute Blotting System de INVITROGEN (Carlsbad, USA).

Espectrofotémetro.

Se emplearon tres clases de espectrofotdmetros, el modelo MULTISKAN
SPECTRUM® de THERMO SCIENTIFIC (Waltham, USA) para lecturas
en placa y el espectrofotometro BTS-310 de BIOSYSTEMS (Barcelona,
Espafia) para lecturas en cubeta. Para la cuantificacion de la
concentracion de ARN se utiliz6 el espectrofotometro NANODROOP
2000c® de Thermo Scientific (Waltham, USA).
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Fuente de alimentacion de electroforesis.

Marca SIGMA-ALDRICH (Missouri, USA), modelo PS 250-2, y marca
BIO-RAD (California, USA), modelo 200/2.0 Power Supply.

Homogeneizador.

Marca HEIDOLPH (Schwabach, Alemania), modelo RZR 2021.

pHmetro.

El pHmetro empleado es de la marca CRISON (Barcelona, Espafia),
modelo pH-meter BASIC 20.

Sonicador.

Sonicador Digital SLPe cell disruptor de la marca BRANSON (Danbury,
USA).

Termociclador.

Modelo iCycler iQ™5 Multi-Color Real-Time PCR Detection System,
marca BIO-RAD (California, USA),
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2. METODOS.

2.1. Modelo experimental de pancreatitis aguda necrotica.

El modelo de pancreatitis aguda necrotica utilizado en este trabajo ha
sido el de infusion retrograda de sales biliares (taurocolato sédico) desarrollado
por Aho y colaboradores (Aho y cols., 1980), que intenta aproximarse a los
fendmenos que ocurren en una pancreatitis de origen biliar. En este modelo, la
secuencia de acontecimientos que tienen lugar durante las primeras fases de la
PA parece deberse al efecto detergente del &cido taurocdlico, que desestabiliza
las membranas celulares. Esto provoca la activacion de las enzimas
proteoliticas por dos vias: bien incrementando la concentracion de calcio en el
citoplasma celular (activAndose las proteasas dependientes del calcio), o bien,
como parece mas probable, facilitando la fusion de los lisosomas con los
granulos de zimogeno (produciendo el paso de tripsindgeno a tripsina) (Nakae
y cols., 1995).

La induccién y el mantenimiento de la anestesia fueron realizados con
isoflurano (Isoflo®, ASTfarma, Oudewater, Paises Bajos) inhalado al 3% (Fig.
11A). Tras anestesiar al animal, la induccion de la PA se lleva a cabo bajo
estrictas medidas de asepsia. En primer lugar, realizamos el rasurado y
posterior pincelado de los animales con povidona yodada (Fig. 11B). A
continuacion, se practica una laparotomia media, se eviscera y localiza el
duodeno (Fig. 11C), el cual se punciona en su borde antimesentérico para
canalizar el conducto biliopancreéatico con una canula de 0.6 mm de diametro
(Clay Adams PE10) (Fig. 11D). Después de clampar dicho conducto a su salida
del higado se comienza la perfusion de taurocolato sodico al 3.5% (Sigma,
Missouri, USA) (Fig. 11E) utilizando una bomba de perfusién (Harvard
Apparatus). Una vez concluida la perfusion, se retira el clamp y la canula, se
reintegran las asas intestinales al interior de la cavidad abdominal y se cierra la
laparotomia con seda de 3/0 (Fig. 11F). A continuacion, se muestra una
secuencia de imagenes en la que se expone el proceso llevado a cabo.

La perfusion se realizo a un ritmo de 0.1 ml/100 g de peso del animal
durante un minuto, en las ratas Wistar. En el caso de las ratas control (lean) y
obesas (Zucker) se aplico un flujo constante de 0.3 ml/minuto.
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Figura 11.- Proceso de induccion de pancreatitis aguda en rata obesa (Zucker).
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2.2. Modelo experimental de lavado peritoneal.

El drenaje peritoneal de la ascitis se realizO empleando una canula de
entrada ubicada en el lado derecho del abdomen, y una canula de salida
situada en la linea central de la cirugia empleada para la induccion de la
pancreatitis (Fig. 12). Para evitar el colapso de la canula de salida se
practicaron perforaciones en la misma canula, de diferentes diametros, y se
envolvio con una gasa estéril que evito la posible entrada de grasa abdominal
en el conducto. El suero salino estéril se perfundié a 37°C con un flujo de 1.4
ml/minuto. Durante todo el proceso, el animal permanecié anestesiado con
isoflurano inhalado, debido a que el lavado se mantuvo durante las 6 horas
posteriores a la induccién hasta el instante del sacrificio del animal.

Figura 12.- Modelo experimental de lavado peritoneal en rata obesa (Zucker).
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2.3. Diseiio del estudio de la pancreatitis aguda necrética.

2.3.1. Grupos de estudio para conocer el papel de la hemoglobina
del liquido ascitico en la evolucién local y sistémica de la
pancreatitis aguda necroética.

La primera parte del trabajo estuvo enfocada a la identificacion de la
hemoglobina libre en el liquido ascitico asociado a la pancreatitis aguda.
También se estudié el origen de la hemoglobina a partir de la actividad
hemolitica de la ascitis. Se emplearon 5 ratas por grupo. Para ello, se han
distribuido los animales en diferentes grupos:

o Grupo 1: animales anestesiados y sacrificados a las 0 h, que
seran utilizados como control.

o Grupo 2: animales anestesiados y sacrificados 30 min tras la
induccion de la pancreatitis aguda.

o Grupo 3: animales anestesiados y sacrificados 1 h tras la
induccion de la pancreatitis aguda.

e  Grupo 4: animales anestesiados y sacrificados 3 h tras la
induccién de la pancreatitis aguda.

o Grupo 5: animales anestesiados y sacrificados 6 h tras la
induccién de la pancreatitis aguda.

Grupo 6: animales anestesiados y sacrificados 24 h tras la
induccion de la pancreatitis aguda.

Una vez finalizada esta fase del experimento, se analiz6 del papel de la
hemoglobina extracelular, presente en la ascitis, en el desarrollo de la
pancreatitis aguda a nivel sistémico. Para llevar a cabo el estudio, se
emplearon 6 ratas por grupo experimental. Las ratas con pancreatitis aguda
necrotica fueron sacrificadas a las 6 horas de la inducciéon. La hemoglobina
purificada y filtrada (ver punto 2.4 de Material y Métodos) fue inyectada
intraperitonealmente a uno de los grupos por medio de dos inyecciones. En la
primera inyeccion, realizada inmediatamente después de la induccion de la PA
y tras la sutura de la laparoscopia, se administré un volumen de 1.5 ml de
hemoglobina purificada de concentracion 5 g/dl. Transcurridos 90 minutos
después de la induccion de la pancreatitis se practic6 una nueva inyeccion,
esta vez con un volumen de 1 ml. Al otro grupo de PA se le realizaron las
mismas inyecciones con suero fisiologico.
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o Grupo 7: animales anestesiados y sacrificados a las 0 h, que
seran utilizados como control.

o Grupo 8: animales anestesiados y sacrificados 6 h tras la
induccion de la pancreatitis aguda e inyeccion de
suero fisioldgico.

e Grupo9: animales anestesiados y sacrificados 6 h tras la
induccion de la pancreatitis aguda e inyeccion de
hemoglobina.

Tras la recogida del liquido ascitico, se realizé el sacrificio de dichos
animales por exanguinacion, tras previa anestesia. A continuacion del sacrificio,
se obtuvo plasma, grasa, necrosis grasa, pancreas, higado y pulmén para
realizar las diferentes determinaciones en los tejidos extraidos.

La obtencién de las muestras de plasma y liquido ascitico se realizo
mediante extraccién, con una jeringa impregnada en K3 EDTA, de sangre y
ascitis. Se introdujo en un tubo de recogida de sangre que tenia como
anticoagulante Ks-EDTA (Aquisel®, Barcelona, Espafia). Se centrifugaron a
1800 rpm durante veinte minutos a temperatura ambiente. Se guardd el
sobrenadante a -80°C hasta su utilizacion.

Los tejidos fueron congelados mediante la técnica del freeze-clamp,
almacenando el tejido hasta su utilizacion a -80°C.

2.3.2. Grupos de estudio para el analisis del estrés oxidativo y del
metabolismo lipidico en ratas obesas con pancreatitis aguda.

El estudio estuvo compuesto por los siguientes grupos experimentales:

o Grupo 1: ratas control (lean) anestesiadas y sacrificadas a las 0
h.

o Grupo 2: ratas obesas (Zucker) anestesiadas y sacrificadas a
las O h.

o Grupo 3: ratas control (lean) anestesiadas y sacrificadas 1 h

tras la induccion de la pancreatitis aguda.

o Grupo 4: ratas obesas (Zucker) anestesiadas y sacrificadas 1 h
tras la induccion de la pancreatitis aguda.

o Grupo 5: ratas control (lean) anestesiadas y sacrificadas 6 h
tras la induccion de la pancreatitis aguda.
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o Grupo 6: ratas obesas (Zucker) anestesiadas y sacrificadas 6 h
tras la induccion de la pancreatitis aguda.

El nimero de animales utilizados oscil6 entre 7 y 10 por grupo. El
sacrificio fue llevado a cabo por exanguinacién, tras previa anestesia. En la
recogida de muestras se incluyd ascitis, plasma, grasa, necrosis grasa,
pancreas, higado y pulmon.

El plasma y la ascitis se obtuvieron siguiendo el procedimiento
anteriormente explicado (apartado 2.3.1.).

Los tejidos fueron congelados mediante la técnica del freeze-clamp,
almacenando el tejido hasta su utilizacion a -80°C.

2.3.3. Grupos de estudio para conocer el efecto del lavado
peritoneal en la evolucion de la pancreatitis aguda en ratas
control (lean) y obesas (Zucker).

Para llevar a cabo el experimento del lavado peritoneal se realizaron los
siguientes grupos:

o Grupo 1: ratas control (lean) anestesiadas y sacrificadas a las
0 h.

o Grupo 2: ratas obesas (Zucker) anestesiadas y sacrificadas a
las Oh.

o Grupo 3: ratas control (lean) anestesiadas y sacrificadas 6 h

tras la induccion de la pancreatitis aguda.

o Grupo 4: ratas obesas (Zucker) anestesiadas y sacrificadas 6 h
tras la induccion de la pancreatitis aguda.

o Grupo 5: ratas control (lean) anestesiadas y sacrificadas 6 h
tras la induccidn de la pancreatitis aguda y con lavado
peritoneal.

o Grupo 6: ratas obesas (Zucker) anestesiadas y sacrificadas 6 h
tras la induccidn de la pancreatitis aguda y con lavado
peritoneal.

El nimero de animales empleado en cada grupo experimental fue de 7 a
10. Para asegurar una mayor fiabilidad en la comparacién de resultados, los
grupos experimentales 3 y 4 también se mantuvieron bajo el efecto de la
anestesia las 6 horas previas al sacrificio. El sacrificio se realizO mediante el
procedimiento explicado anteriormente. Igual que en los estudios previos, se
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analizaron las siguientes muestras: ascitis, plasma, grasa, necrosis grasa,
pancreas, higado y pulmon.

El plasma y la ascitis se obtuvieron siguiendo el procedimiento
anteriormente explicado (apartado 2.3.1.).

Los tejidos fueron congelados mediante la técnica del freeze-clamp,
almacenando el tejido hasta su utilizacion a -80°C.

2.4. Purificacion de hemoglobina.

2.4.1. Fundamento.

La purificacion de la hemoglobina se realizé a partir de eritrocitos lisados
y utilizando como técnica analitica una cromatografia de intercambio aniénico
(Sun y Palmer, 2008), empleando como resina el polisacarido Q-sepharose XL
(GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) empaquetada en columnas XK
26/40 (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). La técnica de intercambio
aniénico permite la separacion de los analitos basandose en las propiedades
de carga eléctrica de las mismos.

El proceso cromatogréfico consta de dos fases, una fase estacionaria
insoluble que muestra en la superficie grupos funcionales ionicos que
interactian con iones de carga opuesta del analito, y una fase moévil que eluye
a través de la columna compitiendo con los analitos por los sitios de unién de
la matriz o fase estacionaria. La seleccion del analito dependera del pH y de la
concentracion ionica de la fase movil.

2.4.2. Procedimiento.

El proceso de obtencion de hemoglobina se llevé a cabo en dos pasos,
lisado de los gbbulos rojos procedentes de sangre de rata Wistar y posterior
purificacion de la hemoglobina mediante cromatografia a partir de este lisado.

El lisado de gobulos rojos se obtiene a partir de la extraccion de sangre,
mediante puncién intracardiaca, a un total de doce ratas Wistar con un peso
aproximado de 600 gramos. El volumen final conseguido se distribuye en
diferentes tubos para una primera centrifugacion a 1800 rpm durante 20
minutos a temperatura ambiente. En esta centrifugacion se selecciona la
fraccion eritrocitaria. A continuacion, se realiza el lavado de los globulos rojos
con suero salino isoténico (0,9% w/v) para eliminar restos de proteinas
plasmaticas, leucocitos y plaguetas, mediante dos centrifugaciones a 2000 rpm
durante 10 minutos. El precipitado obtenido se resuspende en tampon Tris-HCI
20 mM (pH=8,2) y se incuba durante dos horas a 4°C para provocar la lisis de
los glébulos rojos. Posteriormente, se completa la hemodlisis mediante
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sonicacion. Por ultimo, se efectua una nueva centrifugacion a 4500 rpm durante
20 minutos, conservando el sobrenadante obtenido.

En este punto hay que destacar la rapida precipitacion que se produce
en el lisado en estas condiciones. Para evitar problemas de cristalizacion
posteriores, los lisados se incuban a 4°C durante doce horas. Una vez
finaliazada la incubacién, se centrifuga a 15000 rpm durante 10 minutos para
eliminar la fraccion que ha precipitado del lisado.

Una vez obtenido el lisado, se preparan las columnas cromatograficas de
intercambio anionico, XK 26/40, con la resina Q-sepharose XL a temperatura
ambiente mediante la técnica ethanol-slurry-packing (Sun y cols., 2004). Las
columnas se equilibran con el tampon A (Tris-HCI 20 mM pH=8,2) y se lavan
con una solucion de NaCl 2M para eliminar impurezas absorbidas dentro de la
columna.

A continuacion, se cargan los lisados en la columna y se afiade el
tampon A para lavar la columna. Para la extraccion de la hemoglobina se
emplea un gradiente de elucion linear creado por tres tampones de
concentracion 90/10, 75/25, 25/75 (tampdn A/tampdn B), siendo el tampoén B,
20 mM Tris-HCI, plus 0,2 M NaCl pH=8,2. Una vez recogido el eluato con el
ualtimo tampon, se liofiliza y se congela el liofilizado a -80°C hasta su utilizacion.

2.5. Técnica de MALDI-TOF.

La identificacién de la hemoglobina presente en el liquido ascitico fue
llevada a cabo mediante la técnica de MALDI-TOF. Se denomina MALDI por
sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (desorcion/
ionizacion laser apoyada por una matriz) y TOF por el detector de iones que se
acopla al MALDI y cuyo nombre procede también de sus siglas en inglés Time-
Of Flight.

2.5.1. Fundamento.

El MALDI-TOF permite el analisis de biomoléculas (biopolimeros como
las proteinas, los péptidos y los azucares) y moléculas organicas grandes
(como los polimeros, los dendrimeros y otras macromoléculas) que tienden a
hacerse fragiles y fragmentarse cuando son ionizadas.

Para el analisis, la macromolécula es primero integrada en una matriz
sélida que a menudo consiste en un material organico como acido trans-3-
indolacrilico y sales inorganicas como cloruro sédico o trifluoruroacetato de
plata. En este punto, la muestra es irradiada con un laser de nitrégeno. La
macromolécula es ionizada por las colisiones y por la formacion de complejos
con pequefios cationes. Las biomoléculas ionizadas son aceleradas en un

75



[lI-Material y Métodos

campo eléctrico (sistema de cuadrupolo). El campo eléctrico se ajusta con unos
pardmetros para una determinada relacion masa/carga, de modo que las
moléculas que no cumplan los requisitos de esa relacion seran desviadas de la
trayectoria. Las moléculas que presentan las caracteristicas adecuadas y
consiguen pasar correctamente a través del campo eléctrico entran en el “tubo
de vuelo”.

El tiempo de vuelo (TOF) se basa en la interrelacion de la masa y la
velocidad de los iones a una energia cinética constante. Los campos eléctricos
se utilizan para darle a los iones una energia cinética conocida. Si se conoce la
energia cinética, se sabe la distancia que viajan los iones y también el tiempo
que les lleva viajar, y por tanto se puede determinar la masa de los iones.

2.5.2. Procedimiento.

La muestra de liquido ascitico se hizo migrar a través de una
electroforesis en gel de poliacriimida. Tras la electroforesis, se seleccioné la
banda candidata con actividad peroxidasa y se llevo a analizar al
espectrémetro de masas TRIPLETOF®5600 (AB Sciex, Framingham, USA) del
Servei Central de Suport a la Investigacié Experimental (SCSIE).

2.5.3. Calculos.

El procesado de los datos obtenidos por MALDI-TOF se realiza usando
el programa MASCOT.

El MASCOT es un potente programa desarrollado por Matrix Science
(Boston, USA) para el andlisis de datos proteémicos en red. Este programa
tiene recogida numerosa informacion sobre masas asignadas a infinidad de
péptidos. EI MASCOT utiliza todas las bases de datos de péptidos y proteinas
disponibles (NCBInr, Trembl, Swissprot, Java script) y compara los datos
recogidos en el analisis MALDI-TOF con todos los patrones de péptidos y
proteinas conocidos hasta la fecha. Los datos integrados en MASCOT son
analizados estadisticamente y al resultado de las proteinas identificadas se le
asigna un score de probabilidad.

(el

El score es 10*Log (p), donde “p” es la probabilidad de que el resultado
sea un evento casual (p<0,05), si el péptido o la proteina identificada presenta
un score = al asignado por la busqueda, indica que los datos del analisis
coinciden con la proteina asignada o presenta una alta homologia.

76



[lI-Material y Métodos

2.6. Determinacién de hemoglobina extracelular.

La hemoglobina extracelular o libre se determiné en muestras de plasma
y liquido ascitico mediante el reactivo de Drabkin.

2.6.1. Fundamento.

El Fe (ll) de todas las formas de hemoglobina, a excepcion de la
sulfohemoglobina, es oxidado por el ferrocianuro a Fe (lll) convirtiéndolas en
metahemoglobina que, a su vez, reacciona con cianuro ionizado (CN-)
formandose cianmetahemoglobina, un derivado muy estable que absorbe a 540
nm. La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de
hemoglobina.

pH 7.2
HbFe (Il) + Fe (Il (CN)s> ——> HbFe (lll) + Fe (ll1)(CN)s*
HbFe (lll) + CN° ——— > HbFe (IIl)CN

2.6.2. Procedimiento.

En primer lugar, se prepara el reactivo de Drabkin con una concentracion
de 50x. La composicién de este reactivo es la siguiente, ferricianuro potasico
30 mM, cianuro potasico 38 mM, fosfato monopotasico 50 mM, tensiactivo
(Igepal CA-630, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) 2,5 % (p/v).

Las condiciones del ensayo son:

e Longitud de onda = 540 nm (520-560)
e Cubeta -1 cm paso de luz
e Temperatura - 15-25°C

Una vez preparado el reactivo a concentracion 1x, se mezclan en una
cubeta 625 pl del mismo y 25 ul de muestra. Se incuban durante 3 minutos a
temperatura ambiente y se procede a la lectura de la absorbancia frente al
blanco del reactivo.

2.6.3. Calculos.

((A) Muestra — (A) Blanco) x factor = g/dl Hb

El factor de conversioén tiene un valor de 3,68.
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2.7. Determinacion de la capacidad hemolitica del liquido

ascitico.

2.7.1. Fundamento.

Analizar la posible capacidad hemolitica del liquido ascitico mediante la
incubacion con glébulos rojos procedentes de sangre de rata Wistar.

2.7.2. Procedimiento.

Para llevar a cabo el experimento se extrajo el liquido ascitico y la
sangre a ratas Wistar anestesiadas y sacrificadas 6 h tras la induccion de la
pancreatitis aguda, utilizando como anticoagulante Kz-EDTA. Se dividio la
sangre entera de cada rata en cinco tubos de microcentrifuga, utilizando un
volumen de 250 microlitros en cada tubo. Se centrifugaron a 1800 rpm durante
20 minutos a temperatura ambiente y se recogié y conservé el sobrenadante
(plasma), dejando la fraccién eritrocitaria en el tubo. El liquido ascitico también
se centrifugd en esas condiciones y se conservo el sobrenadante.

A continuacion, se realizaron incubaciones a 37°C durante 45 minutos
con agitacion de 300 rpm en los 5 tubos con glébulos rojos:

e Tubo 1: Eritrocitos + 250 microlitros de plasma

e Tubo 2: Eritrocitos + 250 microlitros de suero salino

e Tubo 3: Eritrocitos + 250 microlitros de ascitis

e Tubo 4: Eritrocitos + 250 microlitros de ascitis + inhibidor
proteasas

e Tubo 5: Eritrocitos + 250 microlitros de suero salino + sonicacion
posterior (para conseguir hemodlisis total)

Para evitar problemas de histocompatibilidad se realizaron las
incubaciones entre muestras obtenidas de la misma rata. Posteriormente, se
centrifugaron de nuevo los tubos a 1800 rpm durante 20 minutos a temperatura
ambiente y se recogio el sobrenadante para realizar las determinaciones.

2.7.3. Calculos.

Se determind la concentracion de hemoglobina en el sobrenadante de
cada uno de los tubos (apartado 2.6). Las concentraciones obtenidas se
expresaron en porcentaje frente a la concentracion obtenida en el tubo 5.
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2.8. Determinacion cuantitativa de bilirrubina.

Para la determinacion de bilirrubina total y conjugada se utilizd el kit
Bilirubin T&D® (Spinreact, Girona, Espafia).

2.8.1. Fundamento.

La bilirrubina se convierte en azobilirrubina mediante el acido sulfanilico
diazotado midiéndose espectrofotométricamente. De las dos fracciones
presentes en suero, bilirrubin-glucuronido y bilirrubina libre ligada a la albumina,
s6lo la primera reacciona en medio acuoso (bilirrubina directa) precisando la
segunda la solubilizacion con dimetilsulféxido (DMSO) para que reaccione
(bilirrubina indirecta). En la determinacion de la bilirrubina indirecta se
determina también la directa, correspondiendo el resultado a la bilirrubina total.
La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de
bilirrubina presente en la muestra ensayada.

2.8.2. Procedimiento.

Las condiciones del ensayo son:

e Longitud de onda - 555 nm (530-580)
e Cubeta -1 cm paso de luz
e Temperatura - 15-25°C

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se ajusta a cero el
espectrofotometro frente a agua destilada. Para determinar la bilirrubina directa
0 conjugada se emplea el R1 del kit, que contiene acido sulfanilico y &cido
clorhidrico y el R3 (nitrito de sodio). Se pipetean en una cubeta 750 pl de R1,
25 ul de R3 y 50 pl de muestra, se agitan, y posteriormente se incuban 5 min a
15-25°C y se lee la absorbancia.

Para la bilirrubina total, se realiza el mismo procedimiento cambiando el
R1 por R2, que contiene ademas DMSO. Para ambas medidas se realiza un
blanco sin muestra.

2.8.3. Calculos.
Una vez obtenidas las absorbancias se aplica la formula:

((A) Muestra — (A) Blanco Muestra) x Factor = mg/dL

El factor de conversion es 19,1 en el caso de la bilirrubina total y 14 si
determinamos la bilirrubina directa.
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2.9. Cuantificacién de proteinas.

Para la cuantificacién de proteinas en una muestra bioldgica se empled
el Pierce BCA Protein Assay Kit® (Thermo Scientific, Waltham, USA).

2.9.1. Fundamento.

Es un método colorimétrico basado en la reduccién del Cu*? a Cu™, en
presencia de proteinas y en medio alcalino (reaccion de Biuret), y posterior
reaccion del i6n Cu*™ con dos moléculas de acido bicinconinico (BCA), dando
lugar al complejo coloreado que podemos detectar.

2.9.2. Procedimiento.

En primer lugar, se prepara la solucién formada por el reactivo A y el
reacitvo B del kit. La proporcién de volumen entre los reactivos Ay B es 50:1,
respectivamente. Se pipetea en la placa de 96 pocillos un volumen de muestra
de 3 pl por triplicado. Para la correcta determinacion de proteinas, se prepara
una recta patron realizada con seroalbumina bovina (Sigma-Aldrich, Missouri,
USA) en concentraciones comprendidas entre 20 y 0.3125 mg/ml. El volumen
de los patrones afiadido a la placa es de 3 pl y también por triplicado. Por
ualtimo se prepara un blanco con 3 pl agua.

Se afiaden 260 pl de la mezcla de reactivos a la recta patron, al blanco y
a las muestras. Se incuban durante 30 min a 37°C, en leve agitacion y en
oscuridad.

La lectura espectrofotomeétrica se realiza a 562 nm de longitud de onda.

2.9.3. Calculos.

Se resta a cada muestra la absorbancia del blanco. Las
absorbancias obtenidas se interpolan en la recta construida con los patrones.
El valor hallado se expresa como miligramos de proteina por mililitro de
muestra.

2.10. Determinacion de la actividad peroxidasa.

2.10.1. Fundamento.

El método de cuantificacion de la actividad peroxidasa se basa en la
capacidad de estas enzimas para oxidar tetrametilbenzidina (TMB) en
presencia de peréxido de hidrégeno, formando un producto azulado que se
puede cuantificar mediante espectrofotometria.
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Para determinar el indice de infiltracion leucocitaria se utilizara una
peroxidasa que se encuentra fundamentalmente en neutroéfilos y monocitos, la
mieloperoxidasa (MPO), enzima que cataliza la conversién de perdxido de
hidrégeno y cloruro a &cido hipocloroso, agente oxidante que contribuye al
mecanismo de defensa contra los agentes infecciosos

2.10.2. Procedimiento.

En el caso de la determinacién de la actividad mieloperoxidasa,
previamente habra que realizar su extraccion para separarla del resto de
peroxidasas existentes en la muestra.

El protocolo de extraccion de la enzima mieloperoxidasa comienza con la
homogeneizacion del tejido en tampdn fosfato monopotésico a pH 6, en una
concentracion de 100 mg/ml de tampdn. El homogenado se centrifuga a
20000g durante 20 minutos a 4°C. En esta centrifugacion facilitamos la
separacion de la MPO del resto de peroxidasas. El sobrenadante se conserva
para cuantificar proteinas. El precipitado se resuspende en 1 ml de fosfato
monopotasico a pH 6 al que se le afiade un detergente para conseguir la
ruptura de los granulos. Para ayudar a esta ruptura, se somete a las muestras
a tres ciclos de sonicacion, congelacion y descongelacion. Tras estos procesos
se realiza una incubacién a 60°C durante dos horas para eliminar posibles
inhibidores de la enzima. Para finalizar el protocolo, se realiza una
centrifugacion a 15000 g durante 15 minutos a temperatura ambiente,
recogiendo el sobrenadante para la determinacion.

La reaccion de la actividad peroxidasa se lleva a cabo en una placa de
96 pocillos, donde se afiade a la muestra el TMB, en primer lugar, y a
continuacion el peroxido de hidrégeno, dando comienzo a la reaccién
catalizada por la peroxidasa.

La cinética de la enzima se estudia mediante nueve lecturas cada 20
segundos a 620 nm y se expresa en mU/mg proteina, siendo la U la cantidad
de TMB oxidado en un minuto.

2.10.3. Calculos.

La actividad de las muestras se determina por comparacion con una
curva estandar de peroxidasa de radbano (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) de
actividad enzimatica conocida que se ha construido previamente. El rango de
valores incluira desde 1,5 mU/ml hasta 100 mU/ml.
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2.11. Determinacion de malondialdehido.

2.11.1. Fundamento.

Los niveles de malondialdehido (MDA) fueron determinados en plasmay
liguido ascitico de acuerdo con Wong y cols. (1987). Para llevar a cabo las
determinaciones, es necesario derivatizar las muestras con acido tiobarbiturico,
formandose un aducto, TBARS, que puede ser analizado por cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC).

Este método se basa en la hidrolisis de los lipoperoxidos presentes en la
muestra y posterior formacion de un aducto entre el acido 2-tiobarbitarico y el
malondialdehido liberado (TBA-MDA,;). Puesto que el acido 2-tiobarbitdrico
reacciona con distintos grupos carbonilos presentes en la muestra, ademas de
con el malondialdehido, se realiza una separacion por cromatografia liquida de
alta eficacia en fase reversa del aducto acido 2-tiobarbittrico-malondialdehido
del resto de las sustancias reaccionantes presentes en las muestras.

2.11.2. Procedimiento.
Para la derivatizacion de la muestra se necesitan tres tampones:

e Tampdn 1 de acetonitrilo sédico 2M pH 3,5 + TBA 0.2%.
e Tampon 2 de fosfato monopotasico 50 mM pH 6,8.
e Tampon 3 de fosfato monopotasico 50 mM pH 3,5.

La derivatizacion se realiza afiadiendo 50 pl de muestra a 500 ul del
tampon 1. Se incuba durante 1 hora a 95°C. En este paso se produce la
hidrolisis de los lipoperoxidos y su conjugacion con el TBA. Una vez finalizada
la incubacion se adicionan 500 ul del tamp6n 2 y se centrifuga a 13000 rpm, 5
minutos a 4°C. Para finalizar y tener la muestra preparada para el autoinyector,
se recoge el sobrenadante y se mezclan 200 ul con otros 200 pl del tampén 3.

2.11.3. Condiciones cromatograficas.
Se requieren dos fases moviles:

e Fase A - Fosfato monopotasico 50 mM pH 6,8 + acetonitrilo
(83/17).
e Fase B o de lavado - Acetonitrilo al 70%.

La fase estacionaria consiste en una columna Kromasil® 100-5C8,
15x0,46 cm (Teknocroma, Barcelona, Espafa).

Todo el proceso se realiza a un flujo constante de 1 ml/minuto y la
lectura se efectua a 532 nm.
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El tiempo de retencion del aducto TBA-MDA, es de aproximadamente
4,5 minutos y el cromatograma tiene una duracion de 50 minutos.

2.11.4. Calculos.

El &rea del pico correspondiente al aducto TBA-MDA; se valora frente a
una recta patron construida con MDA-bis (Sigma Aldrich, Missouri, USA)
disuelto en agua bidestilada. En la construccion de la recta patron debe
incluirse un blanco. La recta patron se hace a partir de las siguientes
soluciones de MDA-bis: blanco; 0,391 uM; 0,7813 uM; 1,5625 uM; 3,125 uM;
6,25 uM; 12,5 uM y 25 uM.

El programa utilizado para la integracién de picos es Trilution® LC.

2.12. Determinacion de isoprostanos libres.

Un isoprostano libre representativo, 15-isoprostano Fy, fue determinado
en plasma y liquido ascitico mediante el kit Enzyme Immunoassay (Oxford
Biomedical Research, Rochester Hills, USA). La determinacion se llevd a cabo
mediante la técnica de inmunoensayo ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay).

2.12.1. Fundamento.

La técnica ELISA es una técnica de inmunoensayo en la cual un
antigeno o anticuerpo, inmovilizado sobre una fase sélida, se detecta directa o
indirectamente mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de
generar un producto detectable. Este producto puede ser colorimétrico y puede
cuantificarse mediante espectrofotometria.

En el ELISA directo, las soluciones problemas se incuban con
anticuerpos marcados, y nos determinaran la presencia o no del antigeno en la
muestra. En el ELISA indirecto se emplean dos clases de anticuerpos, uno
primario contra el antigeno y uno secundario marcado contra el primario. La
deteccion tiene mayor sensibilidad por presentar una amplificacion de sefal
debida a la union de dos o0 mas anticuerpos secundarios por cada primario.

Para la determinacion de isoprostanos se emple6 una variante del ELISA
directo, llamado ELISA sandwich de competicion (Fig. 13). En esta modalidad
tendremos un anticuerpo (anti-isoprostano) adsorbido en el fondo del pocillo de
la placa. La técnica consiste en incubar en el mismo pocillo la muestra
problema y una concentracion conocida del isoprostano que queremos
cuantificar conjugado con una enzima. Al realizar los lavados, se afiadira un
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sustrato que reaccionard con esta enzima conjugada y dard un determinado
color cuantificable. Se llama de ELISA de competicion porque los isoprostanos
presentes en la muestra problema competiran con los conjugados por los
anticuerpos adsorbidos en el pocillo. A mayor concentracion en la muestra,
menor densidad éptica tras la incubacién con el sustrato.

Figura 13.- Esquema de la técnica de ELISA directo de competicion.
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2.12.2. Procedimiento.

Debido a la alta concentracién de proteinas y otras sustancias, presentes
en el plasma y en el liguido ascitico, que pueden inteferir en el inmunoensayo,
es recomendable un proceso de purificacion de la muestra mediante extraccion
en fase sélida (SPE) con columnas Cis Sep Pak® de Waters (Massachusetts,
USA).

El proceso de extraccion comienza llevando las muestras a pH 3. Se
recomienda un volumen minimo de 500 pl. Una vez activada la columna con
etanol y agua &cida, se eluye la muestra a través de la columna. A
continuacion, se realizan dos lavados con agua acida y heptano, descartando
estos eluyentes. Por altimo, se eluye la muestra de la columna con una mezcla
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de acetato de etilo y heptano (1:1). El eluato se evapora en atmédsfera de
nitrégeno. En este momento se puede congelar a -80°C el residuo oleoso
obtenido tras la evaporacion.

Para la realizacion del inmunoensayo se resuspende el residuo oleoso
en el tampdn de dilucidn facilitado por el fabricante, con un volumen igual al de
la muestra previa a la extraccion. A partir de aqui pipeteamos en los pocillos de
la placa siguiendo las indicaciones del kit.

Al tratarse de un ELISA de competicion, se afiade a todos los pocillos
una concentracion conocida de un estandar del isoprostano conjugado con la
enzima responsable de cambiar la coloracién del sustrato.

2.12.3. Calculos.

La concentracion del 15-isoprostano F,r se determina mediante
comparacion con una recta de patrones incluida en el kit. Al ser un ELISA de
competicion, la intensidad de la coloracion obtenida es inversamente
proporcional a la concentracion de la molécula en la muestra.

La lectura se realiza a 450 nm.

2.13. Determinacion de glutation reducido.

2.13.1. Fundamento.

Para medir el glutation reducido se utilizé el método descrito por Brigelius
(Brigelius y cols., 1983). Se basa en la determinacion espectrofotométrica de la
conjugacion del GSH con el cloro-2,4-dinitrobenceno. Esta reaccion esta
catalizada por la glutation-S-transferasa. El aducto formado, 2,4-dinitrofenil-S-
glutatién, presenta un maximo de absorcién a 340 nm. Se mide a punto final,
cuando la absorbancia se estabiliza.

GS-T

GSH + CDNB GS-DNB + % Cl,

2.13.2. Procedimiento.

Las muestras de tejido se homogenizan con acido perclérico al 6% vy
EDTA 1 mM, en una concentracion de 100 mg de tejido por mililitro de tampédn.
A continuacion, los homogenados se centrifugan a 15000 g durante 15 minutos
a 4°C. Los sobrenadantes acidos se usan para el ensayo. El sedimento o pellet
se utiliza para la cuantificacion de proteinas, valor que se emplea para
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normalizar las medidas obtenidas en las distintas muestras. Para la
cuantificacion de proteinas, en primer lugar, se mide exactamente el volumen
de sobrenadante acido. A continuacion, se aflade este volumen conocido al
pellet obtenido en la centrifugacion del homogenado, empleando como
disolvente NaOH 1N. Se recomienda una incubacion a 60°C durante varias
horas para facilitar la resuspension del sedimento y poder realizar la medida de
proteinas.

En una microcubeta se afiaden los siguientes reactivos:
e 25-100 pul de muestra en PCA 6% EDTA 1 mM.
e 10 pl de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 10 mM en etanol al 100%.

e 750-825 ul de tampdn fosfato potasico 0,2 M, EDTA 1 mM, pH 7,0
para un volumen final de 860 pl.

Se realiza rdpidamente un autocero (ha de tenerse en cuenta que la
absorbancia de la linea de base debe ser estable) (E1) y la reaccion comienza
afadiendo 10 pl de una solucion de glutation-S-transferasa 500 U/ml en
tampon fosfato potasico 0,1 M, EDTA 1 mM, pH 7,4. Esta solucién se dializa
previamente durante 6 h en tampoén fosfato cambiando el tampdn de dialisis
cada 2 h.

Se registra la variacion de la absorbancia a 340 nm hasta el final de la
reaccion (E2). La diferencia E2-E1 es proporcional a la cantidad de GSH
existente.

2.13.3. Calculos.

Para calcular la concentracion de GSH se utiliza el coeficiente de

absorcion molar del 2,4-dinitrofenil-S-glutatién a 340 nm (¢ = 9,6 mM™ cm™).

(E2-E1) vol. total (ml) 1 1000 pM

[GSH MUESTRA] = X X X
9,6 mM*cm™ vol. muestra (ml) mg prot/ml 1mM

Los valores se expresan en nmoles/mg prot.
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2.14. Aislamiento de ARN.

La extraccion de ARN total de tejido debe realizarse utilizando RNA later
(Qiagen, Venlo, Paises Bajos), cuya funcion es estabilizar el ARN. Se aislan de
25 a 30 mg de tejido y se sumergen inmediatamente en 0,5 ml de solucion RNA
Later. La extraccion total de ARN se lleva a cabo mediante el reactivo Trizol®
de Invitrogen (Carlsbad, USA). Este reactivo contiene tiozianato de guanidina
(desnaturaliza ARNasa, contribuye a la ruptura de la membrana plasmatica y
separa el ARNr) y fenol (solvente organico saturado con agua o tampon tris).
Ambos componentes disuelven ARN, ADN vy proteinas. Destacar que el
aislamiento del ARN del tejido pancreatico debe realizarse en un plazo no
superior a las 24 horas desde su extraccion, para evitar la degradacion de los
acidos nucleicos presentes en la muestra por la accion de las ARNasas
digestivas del pancreas. El resto de tejidos estudiados, adiposo, hepatico y
pulmonar, pueden congelarse a -80°C, tras afiadir RNA later, hasta el momento
de su utilizacién sin riesgo en la degradacion de la muestra.

Los distintos tejidos se homogenizan en 0,5 ml de trizol. Tras una
centrifugacion de 10 min a 10000g a 4°C, se conserva el sobrenadante. Para
ayudar a la extraccion, se afiade al sobrenadante cloroformo, en un volumen de
0,2 ml/ml trizol. El cloroformo separa el fenol y distribuye la mezcla en tres
fases tras una centrigugacion de 15 min a 10000g a 4°C, una orgénica inferior
de color rojo (proteinas), interfase de color blanco (ADN) y una fase acuosa
superior donde se encuentra el ARN. Al recoger la fase acuosa, se afade
isopropanol (0,5 ml/ml trizol), alcohol muy miscible con el agua y que ayuda a la
deshidratacion del ARN. Se deja en incubacion durante 10 min vy
posteriormente, se centrifuga a 10000g durante 10 min a 4°C, para conseguir la
precipitacion del ARN. Se elimina el isopropanol y se afade etanol,
preferentemente frio, al 75% (1 ml EtOH 75%/ml trizol), para eliminar restos de
isopropanol y seguir manteniendo precipitado el ARN. Se centrifuga a 75009 a
4°C durante 5 min. Se elimina el etanol y se deja secar al aire durante 5
minutos, aproximadamente, para que se evapore el resto.

El ARN se redisuleve con 25 ul de agua libre de ARNsas. Se aisla una
alicuota para comprobar la integridad y cuantificar el ARN mediante
espectrofotometria, el resto se congela a -80°C hasta su uso. La concentracion
de ARN se estima midiendo la absorbancia a 260 nm y su pureza con el ratio
Azeo/Azg0. EI ARN se considera puro cuando el ratio tiene un valor comprendido
entre 1,8y 2.
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2.15. Retrotranscripcion-amplificaciéon del ARN.

2.15.1. Fundamento.

Para el estudio de la expresion de genes de interés, una vez extraido el
ARN total, se realiza una retrotranscripcion para el paso del ARN a ADNc.
Posteriormente, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se
amplifica el ADN utilizando primers especificos.

La PCR es una técnica que se desarrollara en diferentes etapas:

¢ Inicio > Choque térmico a altas temparaturas para activacion de
ADN polimerasas.

e Desnaturalizacion de la doble hebra de ADN - 95°C (30s)

e Hibridacion primers - T2 Optima de unién de oligonucle6tidos o
temperatura de melting. Oscila alrededor de 60°C (30s).

e Elongacion - Siempre en direccion 5 >3 a velocidad de 1000
pb/minuto (72°C).

2.15.2. Retrotranscripcion del ARN total.

Las alicuotas de ARN se someten a retrotranscripcion con el kit
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit® de Thermo Scientific
(Waltham, USA) durante 50 min a 42°C, utilizando como cebador hexameros
aleatorios. Para inactivar la enzima se incuba la muestra durante 15 min a
70°C.

2.15.3. Analisis del ARN total retrotranscrito por PCR cuantitativa.

Las reacciones de PCR cuantitativa en tiempo real de las muestras de
ADNc se realizaron en el termociclador acoplado a fluorescencia iQ™5
Multicolor Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, California, USA). Cada
reaccion se llevé a cabo por triplicado y las curvas de fusidon se construyeron
mediante el programa iQ Real Time Detection System Software (Bio-Rad,
California, USA), para asegurar que solo se amplifica un Unico producto de
PCR.

Para algunos de los genes estudiados se disefiaron oligonucleotidos
especificos que fueron sintetizados por IDT Technologies (lowa, USA) (tabla 4)
utilizandose como agente fluorescente Sybr Green PCR Master Mix (Takara,
California, USA). Como control de carga se usé el gen rplp0, encargado de
codificar la proteina ribosomal PO de la subunidad 60S. Las condiciones de
amplficacion fueron las siguientes, 10 minutos a 95°C y 40 ciclos de 15
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segundos a 95°C, 30 segundos a 60-64°C (segun la temperatura Optima de
hibridacién de los oligonucle6tidos) y 30 segundos de elongacion a 72°C.

Para otros genes se emplearon sondas comerciales TagMan® (Applied
Biosystems, Carlsbad, USA) (tabla 5). En estos casos la amplificacion se llevo
a cabo con TagMan Master Mix 2X en las mismas condiciones, siendo la
temperatura de hibridacion en todos los casos de 60°C.

2.15.4. Calculos.

La expresion relativa de ARNm se calcula utilizando el ciclo umbral (CT)
de cada gen empleando las siguientes férmulas:

e ACT = CT gen problema — CT gen control
e A(ACT) = ACT gen problema - ACT promedio de grupo control
e Expresion relativa = 2727

Tabla 4.- Oligonucleé6tidos especificos utilizados para la qRT-PCR.

Gen diana Oligonucleétidos directos/reversos T2 hibridacion

ho-1 5-TTGAGCTGTTTGAGGAGCTG-'3 64°C
5 -TGCTGATCTGGGATTTTCCT-3

Inos 5 -CTATTCCCAGCCCAACAACA-3 62°C
5-CCCAGTTTTTGATCCTCACG-3’

vegfa 5-GTACCTCCATGCCAAGT-3’ 60°C
5 -CACTCCAGGGCTTCATCATT-3

enos 5-GGGGGAAACTGCAGGTATTT-3 60°C
5-AGCTGGCTGTTCCAGATCC -3

hexoquinasa-2 5 -GGGAAGCAGCTGTTTGAGAA-3’ 60°C
5- GACATCTTTGGTCTCGAAGGA -3

rplp0 5 -CAGCAGGTGTTTGACAATGG-3’ 62°C
5-CCCTCTAGGAAGCGAGTGTG-3
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Tabla 5.- Oligonucle6tidos comerciales (Sondas TagMan®) utilizados para la

qRT-PCR.

Gen diana Sonda T2 hibridacion
tnf-a Rn01525859 g1 60°C
il-18 Rn00580432_m1 60°C
il-6 Rn01410330_m1 60°C
il-10 Rn00563409 _m1 60°C
rplp0 Rn03302271_gH 60°C

2.16. Western Blot.

2.16.1. Fundamento.

El Western Blot es una técnica compleja de Biologia Molecular que
combina en si varias técnicas para conseguir finalmente determinar la cantidad
de una determinada proteina de una muestra problema. Las técnicas que se
emplean son la electroforesis, la electrotransferencia a membrana de
nitrocelulosa y la deteccion de la proteina deseada por inmuno-
guimioluminiscencia.

La electroforesis es una migracion bajo la accion de un campo eléctrico
a través de geles verticales con una matriz de poliacrilamida con dodecil sulfato
sbdico (SDS PAGE) en condiciones desnaturalizantes. La separacion en estas
condiciones se produce por el peso molecular de cada proteina. A
continuacion, se coloca el gel migrado en contacto con una membrana de
nitrocelulosa y se crea un campo eléctrico que empuje a las proteinas a salir
del gel, llamado este proceso electrotransferencia. Este proceso permite la
posterior incubacion de la membrana con distintos anticuerpos. Por ultimo,
tendra lugar la inmuno-quimioluminiscencia, que consiste en la reaccion,
catalizada por la peroxidasa de rabano conjugada al anticuerpo afadido a la
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membrana, de peréxido de hidrogeno con un agente comercial denominado
LumiGLO® reagent, dando una quimioluminiscencia cuantificable (Fig. 14).

Figura 14.- Esquema de la técnica de Western blotting.
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2.16.2. Procesado de la muestra.

Las muestras de tejido se congelan inmediatamente a -80°C hasta su
homogenizaciéon en tampén de extraccion (100 mg/ml) sobre hielo. Para las
muestras de higado y pulmén el tampén de extraccién empleado contiene 20
mM Tris-HCI (pH=7.5), 1 mM EDTA, 150 mM NacCl, 0.1% SDS, 1% Igepal, 30
mM pirofosfato sédico, 50 mM NaF y 50 uM ortovanadato sédico. Un coctel de
inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) se aflade en una
concentracion de 10 ul/ml antes de su uso.

Para las muestras de tejido adiposo blanco, el tampén de
homogeneizacion utilizado se compone de tampoén fosfato potasico 50 mM
(pH=7.4), 0.1 mM EDTA, 1% Igepal, 30 mM pirofosfato sddico, 50 mM NaF y
50 uM ortovanadato sédico. También se aflade el céctel de inhibidores de
proteasas a una concentracion de 10 pl/ml.

2.16.3. Condiciones del gel y transferencia.

Se cargan homogenados de tejido con una cantidad de proteina de 25 a
50 pg en geles discontinuos Criterion® de Bio-Rad (California, USA), con una
zona de empaquetado (staking) de baja concentracion de acrilamida y una
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zona de resolucion (running) de alta concentracion de acrilamida. El
empaquetado tiene un porcentaje de acrilamida menor que facilita la entrada y
la compactacion de las muestras en el gel. La zona de resolucion se compone
de acrilamida en gradiente del 4 al 12% con un 0,1% de SDS y separa las
proteinas por su peso molecular. El gel se somete a un campo eléctrico de
voltaje constante de 120 voltios durante al menos 2 h en tampon Tris-Glicina
(25 mM Tris, 200 mM Glicina, 0,1% SDS, pH 8,3).

Una vez finalizado el desplazamiento electroforético, el gel es transferido
(Western Blot) a una membrana de nitrocelulosa (iBlotGel® Transfer Stacks)
(Invitrogen, Carlsbad, USA) mediante transferencia en seco.

2.16.4. Visualizacion.

1.- Tras la transferencia, las membranas se incuban 60 min a temperatura
ambiente en tampo6n de bloqueo (evita uniones inespecificas de los
anticuerpos): 5% p/v de leche desnatada en polvo y TBS-T que se
compone de 0,1% Tween-20 en TBS 1x (20 mM Tris, 137 mM NacCl,
pH 7,6).

2.- Se realizan 3 lavados de 5 min con 15 ml de TBS-T.

3.- Las membranas se incuban el tiempo que determina el anticuerpo
primario empleado con agitacion orbital en tampdn de anticuerpo (1%
BSA, en TBS-T) y con la correspondiente dilucion de trabajo para el
anticuerpo primario utilizado (tabla 6)

4.- Se realizan 3 lavados de 5 min con 15 ml de TBS-T.

5.- Las membranas se incuban 60 min con el anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano, anti-lgG de conejo,ratén o cabra
(Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA), segun el anticuerpo
primario utilizado. El anticuerpo se disuelve en tampén de anticuerpo
(1:20000).

6.- Se realizan 3 lavados de 5 min con 15 ml de TBS-T.

7.- La membrana se incuba 5 minutos con el kit PhototopeTM-HRP
Detection® (Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA) y se
revela en el ChemiDoc MP Imaging System® (Bio-Rad, California,
USA).

2.16.5. Cuantificacion de los resultados.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas en el progama ImageLab™
de Bio-Rad (California, USA) para poder realizar la densitometria.
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Tabla 6.- Descripcién de los anticuerpos utilizados para Western blotting.

: L Casa S
Anticuerpo Descripcion . P. M. | Fuente | Dilucion
comercial

Detecta epitopo de
Anti lipasa | aa 260-300de la | Santa Cruz | ~51 kDa | Conejo | 1:750
lipasa pancreatica

Anti Detecta p44/42 en Cell ~l42-

' 1.1
044/42"% | Thr202y Tyr204 | Signaling | 44kpa | —Onelo | 11000

Detecta VEGF R&D 134
Anti VEGF recombinante de Svsterms 49kDa Cabra | 1:1000
rata (rr VEGFis4) y

Anti a- Reconoce epitopo _
tubulina localizado en C- Slgma- 50 kDa | Ratén | 1:1000
terminal Aldrich

2.17. Determinacion de glutation oxidado y metabolitos
de la via de la transulfuracién.

La determinacion de estas moléculas en el tejido pancreatico se realiz
mediante cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un tandem de
espectrometria de masas (HPLC-MS/MS).

2.17.1. Fundamento.

El sistema cromatografico consta de un espectrometro de masas triple-
cuadrupolo MicromassQuatro™ (Micromass) equipado con una fuente de
ionizacion Z-spray operando en modo ion positivo con un LC-10A Shimadzu
(Shimadzu) acoplado al software MassLynx 4.1 para el procesado de los datos.
Las muestras fueron analizadas por HPLC en fase reversa con una columna
C18 Mediterranean Sea (Teknokroma, Barcelona, Espafa) (5.0 x 0.21 cm) con
3 um de tamaio de particula.
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2.17.2. Procedimiento.

Las muestras de tejido congelado se homogenizan en 400 uyl de PBS y
NEM 11 mM. Después, se afiade PCA para obtener una concentracion final de
4% y se centrifugan durante 15 min a 15000g (4°C). Las concentraciones de
GSSG, metionina, S-adenosil metionina (SAM), cisteina y cistina se determinan
en los sobrenadantes.

En todos los casos, se inyectan 20 pl de sobrenadante en la columna
analitica. La fase movil consiste en el siguiente sistema de gradiente
(min/%A/%B) (A, 0,5% acido formico; B, isopropanol/acetonitrilo 50/50; 0,5%
acido férmico): 5/100/0, 10/0/100, 15/0/100, 15.10/100/0 y 60/100/0. El flujo es
de 0,2ml/min. Como gas secante y nebulizante se utiliza nitrégeno en un flujo
de 500 y 30L/h, respectivamente. Se emplea argén a 1,5x10°3 mbar como gas
de colision para la disociacién inducida por colisiébn. Para caracterizar los
distintos metabolitos se utiliza un ensayo basado en LC-MS/MS con
monitorizacion de reaccién multiple, usando transiciones m/z, energia cono (V),
energia de colision (eV) y tiempo de retencién (min).

Tabla 7.- Condiciones experimentales utilizadas en la técnica de
espectrometria de masas (HPLC-MS/MS).

Molécula L Tiemp? Cono En(.er.gll’a

P M. Transicion retencion colisién
determinada (m/2) EeauTbs) (voltios) eV)
GSSG 612.6 613.2>484.2 6.52 40 17
Cisteina 246.29 247.1>158 [(1)5.69;(2)7.45| 20 20
Cistina 240.3 241.3>152.3 1.99 27 15
Metionina 149.21 150.5>104 2.64 20 14
SAM 434.9 398.9>250.1 | (1)1.07;(2)1.99| 20 18

2.17.3. Calculos.

Las curvas de calibracion se obtienen usando seis puntos (0,01 a 100
pmol/l) estandar (Sigma-Aldrich, Missouri, USA).

Los distintos picos se integran en el software MassLynx 4.1. Los
resultados se expresan en nanomoles por miligramo de proteina.
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2.18. Determinacion de la actividad fosfatasa.

Las actividades protein fosfatasa tipo 1 y tipo 2A (PP1 y PP2A) fueron
medidas mediante el kit Ser/Thr Phospatase Assay System®. Para la actividad
protein tirosin fosfatasa (PTPs) se empled Tyrosine Phosphatase Assay
System®, ambos kits de Promega (Winsconsin, USA).

2.18.1. Fundamento.

El método utilizado para cuantificar el fosfato libore generado en la
reaccion es un meétodo no radioactivo que mide espectrofotométricamente la
absorbancia de un complejo formado por una sonda de molibdato/verde
malaquita unida a fosfatos.

El principio del método es igual para medir la actividad de todas las
fosfatasas, no obstante, lo que determina la especificidad de una fosfatasa u
otra sera el sustrato fosforilado, el tampdn de reaccion y los correspondientes
inhibidores de fosfatasas utilizados.

2.18.2. Procedimiento.

Las muestras de tejido se homogenizan durante 30 segundos en tampon
de homogeneizacion a 4°C en una concentraciéon de 1g por cada 3 ml de
tampoén. El tamdn de homogeneizacion tiene la composicidn siguiente.

e Tris-HCI 50 mM, pH 7,4

e NaCl 150 mM

e DTT5mM

e EDTA2 mM

e Triton X-100 0,1%

e Coctel de inhibidores de proteasas 10 pl/ml.

Los extractos de tejidos suelen contener concentraciones milimolares de
fosfato libre que pueden interferir con el andlisis. Ademas, altas
concentraciones de ATP pueden incrementar el ruido de fondo y producir
fosforilacién por contaminacion de quinasas. Por ello, se requiere eliminar esos
componentes de las muestras utilizando un paso previo de cromatografia de
exclusién en columnas de resina de Sephadex® incluidas en el kit.

En primer lugar, se preparan las columnas. Para ello, se afiade agua
desionizada a la columna dejando que drene. A continuacion, se adiciona un
tampdn Tris 10 mM pH 7,5, EDTA 1mM y azida sodica 0,02% para equilibrar la
columna. Se deja eluir el tampdn y posteriormente, se centrifuga la columna a
600g durante 5 minutos para eliminar el exceso de tampon.
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Una vez estan las columnas equlibradas, se centrifugan los
homogenados a 100.000g a 4°C durante 1 h, y se recoge el sobrenadante que
pasa a través de la resina mediante una centrifugacién a 600g durante 5
minutos a 4°C. El eluato obtenido es el que se utiliza para la determinacion y
para la cuantificacion de proteinas.

En este punto se prepara la sonda de molibdato y el fosfopéptido que
empleamos como sustrato, que es facilitado por el kit y diferente en el caso de
los dos tipos de fosfatasas analizadas (serin/treonin y tirosin fosfatasas).

En el caso de la sonda se afiaden 10 ul de la sonda de molibdato/aditivo
para 1 ml de la solucion de la sonda. El fosfopéptido se prepara a una
concentracion 1 mM con agua libre de fosfatos (proporcionada en el kit).

El siguiente paso es la preparacion de los tampones de reaccion,
diferentes para ambos tipos de fosfatasas.

Tampon de reaccion PP1 y PP2A 5x:

e Imidazol 250 mM, pH 7,2
e EGTA1mM

e [(3-mercaptoetanol 0,1%
e BSA 0,5 mg/ml

En el caso de la determinacion de PP2A, se aflade tautomicetina 10 mM
al tampon de reaccion para inhibir a la PP1 (Mitsuhashi y cols., 2001).

Tampon de reaccion PTPs 5x (Jarvis y cols., 2006):

e Tris-HCI 100 mM, pH 6,8

e DTT 50 mM
e EDTAS MM
e EGTASMM

e NaF 125 mM

Se afiaden 10 ul de tampdn 5x de la fosfatasa en estudio y 5 pl del
fosfopéptido directamente en los pocillos de una placa de 96 pocillos de fondo
estrecho (Greiner bio-one), evitando la formacion de burbujas. Se realizan
triplicados de cada muestra. Se atempera la muestra a temperatura ambiente
durante 2 min y se empieza la reaccion afadiendo 35 pl de la muestra en el
pocillo de reaccion. Se deja incubar la reaccion durante 15 min. La reaccion se
detiene afiadiendo 50 pl de la solucion de la sonda de molibdato (1 volumen de
reaccion).

Se coloca la placa de 96 pocillos a temperatura ambiente durante 15 min
(30 min si hay mas de 5 pg de proteina en la reaccién, porque altas
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concentraciones de proteinas retrasan la aparicion del color). Una vez la
coloracion de la solucion se ha completado, el color se mantiene estable
durante al menos 2 h.

Leer la densidad optica de las muestras a 600-630 nm.

2.18.3. Calculos.

Se construye una curva patron de fosfatos, diluyendo el estandar de
fosfato 1 mM (proporcionado en el kit) en agua libre de fosfatos. Se genera una
solucién 50 pmol/ul (50 uM) y se preparan diluciones que contengan 0, 100,
200, 500, 1000 y 2000 pmol/pl en 50 ul de tampoén de reaccién 1x.

Con la pendiente y la ecuacion de la recta obtenidas a partir de los datos
de la recta patron de fosfatos, se interpolan las concentraciones de fosfatos en
las muestras. Obtenemos la actividad dividiendo la concentracion de fosfatos
por el tiempo de incubacion y por la concentracién de proteinas.

La actividad se expresa en nmol de fosfato formado/min x mg proteina.

2.19. Determinacion de triglicéridos.

Los triglicéridos plasmaticos y del liquido ascitico fueron medidos
utilizando el kit Triglycerides-LQ® (Spinreact, Girona, Espafia).

2.19.1. Fundamento.

Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa (LPL) liberan glicerol y
acidos grasos libres. EI (glicerol es fosforilado por glicerolfosfato
deshidrogenasa (GPO) y ATP en presencia de glicerol quinasa (GK) para
producir glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-difosfato (ADP). EI G3P es
entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peréxido de hidrogeno
(H20) por GPO.

Al final, el perdxido de hidrogeno (H20,) reacciona con 4-aminofenazona
(4-AF) y p-clorofenol, reaccion catalizada por la peroxidasa (POD) dando una
coloracién roja debido a la formacion de una quinona. La intensidad del color
formado es proporcional a la concentracién de triglicéridos presentes en la
muestra ensayada.
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2.19.2. Procedimiento.
Las condiciones del ensayo son:

¢ Longitud de onda - 555 nm (530-580)
e Cubeta -1 cm paso de luz
e Temperatura - 15-25°C

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se ajusta a cero el
espectrofotometro frente a agua destilada. Para determinar la concentracion de
triglicéridos se emplea el R1 del kit. Se pipetean en una cubeta 500 pul de R1y
5 pl de muestra o patron calibrador, se agitan, se incuban 10 min a 15-25°C y
se lee la absorbancia.

2.19.3. Calculos.

Una vez obtenidas las absorbancias se aplica la siguiente férmula:

((A) Muestra/(A) Patrén) x Concentracion del patrén = mg/dL.

2.20. Determinacion de acidos grasos libres.

Los acidos grasos libres del plasma y del liquido ascitico se
determinaron por el kit Free Fatty Acid Quantification® (Biovision, California,
USA).

2.20.1. Fundamento.

Es un método colorimétrico basado en la formacidén enzimatica del acido
graso en su derivado CoA. La posterior oxidacion de este ultimo generaria el
color detectable por el espectrofotémetro.

2.20.2. Procedimiento.

La determinacion se realiza siguiendo las instrucciones del fabricante.
Destacar que el liquido ascitico requiere una dilucion 1/10 para entrar en el
rango del kit.

La lectura se realizara a 570 nm.

2.20.3. Calculos.

La concentracion de AGL de las muestras se determina por comparacion
con una recta estandar de acido palmitico. El rango de la recta oscila desde
0,02 hasta 2,5 pmol/ml de acido palmitico.
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2.21. Determinacion cuantitativa de lipasa pancreatica.

La cuantificacion de la lipasa pancreatica presente en el plasma, liquido
ascitico y en el homogenado de tejido adiposo blanco y en el de necrosis grasa
fue determinada mediante el kit Lipase-LQ® (Spinreact, Girona, Espafia).

2.21.1. Fundamento.

La lipasa pancreatica en presencia de colipasa, iones calcio y
desoxicolato, hidroliza el sustrato 1-2-O-dilauril-rac-glicerol-3-glutarico-(6'-
metilresorufina)-éster. Las secuencias de las reacciones para la determinacion
directa de la lipasa son las siguientes:

1-2-O-dilauril-rac-glicerol-3-glutarico-(6'-metilresorufina)-éster Lipasa
——>1-2-O-dilauril-rac-glicerol + Acido glutarico-6'-etilresorufina-éster (no
OH <. L. . .
estable) ——> Acido glutarico + Metilresorufina
La velocidad de formacion de metilresorufina determinada
espectrofotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de
lipasa en la muestra ensayada.

2.21.2. Procedimiento.

Las muestras de tejido adipodo abdominal y de necrosis grasa se
homogenizan en tampén Kpi 50mM, EDTA 0,1 mM a pH 7,4 en proporcion de
100 mg/ml.

Las condiciones del ensayo son:

e Longitud de onda - 580 nm
e Cubeta - 1cm paso de luz
e Temperatura - 37°C

Para la realizacion de la técnica se dispone de dos reactivos:

e EI R1, tampdn Tris pH 8,3 que contiene colipasa, desoxicolato y
taurodesoxicolato.

e EI R2, tartrato a pH 4,0, sustrato de lipasa y cloruro calcico
(CaCly).

Ambos reactivos se incuban por separado a 37°C en bafo termostatable.
Para realizar la determinacion se pipetean en la cubeta 500 pl del R1, 100 pl
del R2 y 5 ul de muestra o calibrador. Se obtiene la absorbancia (A) inicial de la
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muestra o del calibrador, y tras poner en marcha el cronémetro, se mide la
absorbancia cada minuto durante 2 minutos. Se calcula el promedio del
incremento de absorbancia por minuto (AA/min).

En las muestras de plasma y liquido ascitico es necesaria una dilucion
1/10 para asegurar la linealidad de la medida cinética.

2.21.3. Calculos.

Se empled un calibrador facilitado por el fabricante para conocer la
actividad lipasa de las muestras. La medida viene determinada por la siguiente
férmula:

((AA/min) muestra / (AA/min) calibrador) x actividad calibrador = U/L

Siendo la U, la cantidad de metilresorufina formada por la enzima.

2.22. Analisis estadistico.

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar. El
andlisis estadistico se lleva a cabo en dos pasos. En primer lugar, la media de
los diferentes grupos se compara utilizando el andlisis de la varianza. Cuando
la comparacion global entre grupos es significativa, la diferencia entre grupos
individuales se determina aplicando la prueba de Scheffé, considerando que las
diferencias son significativas para una p<0,05 e indicando aquellos analisis en
los que se otenga como resultado una p<0,01.
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IV-Resultados

1. ESTUDIO DE LOS EFECTOS LOCALES Y
SISTEMICOS DE LA HEMOGLOBINA DEL LIQUIDO
ASCITICO ASOCIADA A HEMOLISIS EN RATAS
WISTAR CON PANCREATITIS AGUDA.

1.1. Identificacion de la hemoglobina extracelular en el
liquido ascitico asociado a la pancreatitis aguda.

La identificacibn de hemoglobina extracelular en el liquido ascitico se
llevé a cabo utilizando dos técnicas experimentales distintas.

La primera técnica consisti6 en la identificacion de la hemoglobina
mediante la realizacion de una electroforesis y posterior transferencia a una
membrana de nitrocelulosa. En la membrana se detecto la actividad peroxidasa
de las proteinas de la ascitis de ratas con pancreatitis aguda mediante
comparacion con patrones conocidos. Se observdé un bandeado con actividad
peroxidasa compatible con hemoglobina bovina pura comercial (Sigma-Aldrich,
Missouri, USA) y con un lisado de globulos rojos de rata (Fig. 15).
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La segunda técnica de identificacion se realiz6 mediante la obtencion de
la banda candidata con capacidad peroxidasa tras electroforesis y posterior
identificacion por la técnica de MALDI-TOF, como se describe en el apartado
correspondiente de Material y Métodos (apartado 2.5.). Los analisis nos
confirmaron la presencia de la subunidad beta de la globina en la ascitis con un
score MASCOT de 170, teniendo en cuenta que scores mayores a 51
presentan una significancia de p<0,05.

1.2. Efecto hemolitico del liquido ascitico sobre sangre.

Los resultados obtenidos indicaban la existencia de hemoglobina
extracelular en el liquido ascitico. A continuacién, nos propusimos averiguar Si
el origen de la hemoglobina estaba relacionado con la posible capacidad
hemolitica del liquido ascitico.

Para llevar a cabo este ensayo se incubaron eritrocitos procedentes de la
centrifugacion de sangre de rata con pancreatitis aguda, con su propio plasma
(control negativo), su propia ascitis y su propia ascitis con inhibidores de
proteasas. El control positivo consisti6 en la lisis de esos mismos eritrocitos
mediante sonicacién y posterior centrifugacion.

En la figura 16 se observa el porcentaje de lisis conseguido en la ascitis
frente al control positivo (lisado de glébulos rojos), datos que corroboran el
origen hemolitico de la hemoglobina identificada en el liquido ascitico.

Actividad hemolitica
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Figura 16.- Efecto hemolitico del liquido ascitico sobre glébulos rojos. Porcentaje de lisis
relativo a un lisado de glébulos rojos, obtenido tras la incubacién de eritrocitos de rata con
plasma, ascitis y ascitis mas inhibidores de proteasas. La diferencia estadistica se indica como

sigue: ** P < 0.01 vs. control negativo (plasma).
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1.3. Evolucién de los niveles de hemoglobina extracelular
y de bilirrubina total en liquido ascitico y plasma de
ratas Wistar con pancreatitis aguda.

Una vez identificada la presencia de hemoglobina extracelular en el
liguido ascitico y su origen hemolitico, nos propusimos conocer su
concentracion en el transcurso de la pancreatitis aguda a diferentes tiempos,
tanto en ascitis como en plasma. Acompafiando a este resultado, se
determinaron los valores de bilirrubina total, producto resultante del
metabolismo de la hemoglobina.

La figura 17A muestra los niveles de hemoglobina extracelular en el
liquido ascitico de ratas sacrificadas a 0, 0.5, 1, 3, 6 y 24 horas tras induccion
de pancreatitis aguda necroética. Desde estadios iniciales de la enfermedad, la
hemoglobina es detectable en el liquido ascitico, alcanzando su méxima
concentracion a la hora de la induccion (4,10 + 1,4 mg/ml). Posteriormente,
estos niveles se redujeron significativamente hasta alcanzar a las 24 horas un
valor de 0,98 + 0,15 mg/ml.
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Figura 17.- Evolucién de los niveles de hemoglobina extracelular y bilirrubina total en
liquido ascitico en la pancreatitis aguda. Concentracién de hemoglobina extracelular (A) y de
bilirruibina total (B) en ascitis de ratas Wistar con pancreatitis aguda a 0, 0.5, 1, 3, 6 y 24 horas
tras la induccién de pancreatitis con taurocolato. La diferencia estadistica se indica como sigue:
** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control y 0,5 horas. #* P < 0.05 vs. 1 hora. ## P <0.01 vs. 1 hora. 1P <
0.05 vs. 3 horas. 1P < 0.01 vs. 3 horas. *P < 0.05 vs. 6 horas. *"*P < 0.01 vs. 6 horas.
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En base a estos resultados, se determiné la concentracion de bilirruibina
total en el liquido ascitico. Los valores de este pigmento, procedente del
metabolismo del grupo hemo, experimentan un aumento progresivo en la
ascitis de los animales durante la evolucion de la pancreatitis aguda,
alcanzando su maximo a las 24 horas de la induccién de la enfermedad con
taurocolato sédico (8 £ 2 mg/dl) (Fig. 17B).

De la misma forma, nos planteamos realizar las determinaciones en el
plasma de las ratas con pancreatitis. Los niveles de hemoglobina extracelular
aumentaron tras la induccion de la pancreatitis hasta alcanzar un valor maximo,
manteniéndose este valor de hemoglobina extracelular durante el transcurso de
la PA en las primeras 24 horas. Destacar que la concentracion mas elevada se
determiné a las 6 horas de la induccion (2,0 £ 1,0 mg/ml), frente a 1 hora que
aparecia en ascitis. La cifra de hemoglobina libre obtenida a las 24 horas (1,67
+ 0,15 mg/ml) continu6é siendo significativamente mayor respecto al grupo
control de 0 horas (0,73 = 0,11 mg/ml) (Fig. 18A).
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Figura 18.- Evoluciéon de los niveles de hemoglobina extracelular y bilirrubina total en
plasma en la pancreatitis aguda. Concentracién de hemoglobina extracelular (A) y de
bilirruibina total (B) en plasma de ratas Wistar con pancreatitis aguda a 0, 0.5, 1, 3, 6 y 24 horas
tras la induccién de pancreatitis con taurocolato. La diferencia estadistica se indica como sigue:
*P <0.05 vs. tiempo “0” o control. ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. #* P < 0.05 vs. 0,5 horas. ##
P <0.01 vs. 0,5 horas. TP < 0.05 vs. 1 horas. 1P < 0.01 vs. 1 horas. AP < 0.05 vs. 3 horas. "P <
0.01 vs. 3 horas.
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Respecto a la bilirrubina total plasmética, la evolucion de los valores
siguio el mismo patron que el hallado en el liquido ascitico, aunque con niveles
marcadamente menores. Aumento de la concentracion plasmética desde
tiempos muy tempranos, haciéndose significativa a partir de las 3 horas
respecto al grupo control. La méxima concentracion se encontro a las 24 horas
del comienzo de la pancreatitis (0,9 £ 0,3 mg/dl), como sucedia en el liquido
ascitico (Fig. 18B).

1.4. Actividad peroxidasa en liquido ascitico y plasma tras
induccion de pancreatitis aguda.

A continuacion, y una vez observada la presencia de hemoglobina
extracelular en el liquido ascitico y en el plasma, decidimos comprobar si esta
presencia se acompafiaba de actividad peroxidasa en ambos liquidos
corporales.

En primer lugar, se analizé la actividad peroxidasa en el liquido ascitico.
En la figura 19A se observa como la actividad peroxidasa aumento
rapidamente, alcanzandose el maximo a la hora de la induccion (17 + 7 mU/mg
proteina). A continuacion, la actividad descendié progresivamente de forma
similar al perfil de la hemoglobina extracelular comentado en la figura 17A.

En lo referente al plasma, la actividad peroxidasa aumento
paulatinamente hasta alcanzar el maximo de actividad a las 6 horas de la
induccion de la pancreatitis (0,42 = 0,04 mU/mg proteina). A partir de este
punto se produce un descenso progresivo de la actividad, relacionado con la
evolucion de la concentracion de hemoglobina extracelular plasméatica
mostrada anteriormente en la figura 18A (Fig. 19B).
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Actividad peroxidasa
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Figura 19.- Evolucién de la actividad peroxidasa en liquido ascitico y plasma en la
pancreatitis aguda. Actividad peroxidasa en ascitis (A) y plasma (B) de ratas Wistar con
pancreatitis aguda a 0, 0.5, 1, 3, 6 y 24 horas tras la induccién de pancreatitis con taurocolato. La
diferencia estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o control. ** P < 0.01 vs.
tiempo “0” o control. ## P < 0.01 vs. 0,5 horas. 1P < 0.01 vs. 1 horas. P < 0.01 vs. 3 horas. *P <
0.05 vs. 6 horas. %P < 0.01 vs. 6 horas.

1.5. Efecto de la hemoglobina extracelular sobre la
formacion de necrosis grasa y liquido ascitico en la
pancreatitis aguda experimental necrotizante.

En base a todos estos resultados, el estudio se centrd en el papel que
podria desempefiar la hemoglobina presente en el liquido ascitico en la
evolucion local y sistémica de la pancreatitis aguda.

En primer lugar se analizé la necrosis grasa. La cantidad de necrosis
presente en la grasa abdominal durante la pancreatitis fue valorada por el
namero de focos de necrosis grasa. En la figura 20A observamos como la
formacion de estos focos de necrosis grasa aumenta considerablemente tras la
inyeccion intraperitoneal de hemoglobina en ratas con pancreatitis aguda, del
orden de cinco veces mas respecto al grupo de pancreatitis aguda sin adicién
de hemoglobina en el liquido ascitico a las 6 horas de la induccion de la
enfermedad.

Acompafando a este resultado, también se cuantificoé el volumen de
liquido ascitico generado. Como ocurria con la formacién de necrosis grasa, la
administracion de hemoglobina en ratas Wistar con pancreatitis aguda provoco
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un aumento significativo en la produccion de ascitis respecto al grupo de
animales con pancreatitis aguda (Fig. 20B).
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Figura 20.- Cuantificacién macroscépica de necrosis grasa y volumen ascitico en la
pancreatitis aguda tras inyeccion intraperitoneal de hemoglobina. Niumero de focos de
necrosis grasa (A) y volumen ascitico (B) en ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las 6 horas de la
induccién de pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la induccién de
pancreatitis aguda e inyeccién intraperitoneal de hemoglobina (T6h+Hb). La diferencia
estadistica se indica como sigue: ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. ## P < 0.01 vs. T6h.

1.6. Concentracion de hemoglobina extracelular vy
actividad peroxidasa en liquido ascitico de ratas

Wistar con pancreatitis aguda y tras administracion
de hemoglobina.

La inyeccion intraperitoneal de hemoglobina libre, en ratas con
pancreatitis aguda, produjo un aumento significativo de la concentracion de la
misma en el liquido ascitico de este grupo experimental respecto al grupo de
ratas Wistar con PA a las 6 horas de la induccion (Fig. 21A).

Como era de esperar, el aumento observado en los niveles de
hemoglobina extracelular en el liquido ascitico de estos animales se acompafio
de un incremento en la actividad peroxidasa (Fig. 21B).
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Liquido ascitico
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Figura 21.- Concentracion de hemoglobina extracelular y actividad peroxidasa en el liquido
ascitico en la pancreatitis aguda tras inyeccion intraperitoneal de hemoglobina.
Concentracién de hemoglobina extracelular (A) y actividad peroxidasa (B) en el liquido ascitico
de ratas Wistar a las 6 horas de la induccién de pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6
horas de la induccién de pancreatitis aguda e inyeccién intraperitoneal de hemoglobina
(Téh+HDb). La diferencia estadistica se indica como sigue: #P < 0.01 vs. T6h.

1.7. Determinaciéon de la concentracién de hemoglobina
extracelular y bilirrubina total y directa en plasma
tras la induccion de pancreatitis aguda e inyeccion
intraperitoneal de hemoglobina.

Tras el andlisis del liquido ascitico en los animales con PA, nos
planteamos determinar la concentracion plasmatica de hemoglobina
extracelular y de bilirrubina tras la administracion intraperitoneal de
hemoglobina en la pancreatitis aguda experimental.

La concentracion de hemoglobina extracelular plasmatica aumentd de
manera significativa a las 6 horas tras la induccion de pancreatitis. La inyeccion
de hemoglobina en la cavidad peritoneal también produjo una elevacion
significativa en los valores plasmaticos respecto al grupo control y al grupo de
ratas Wistar con pancreatitis aguda (Fig. 22A).

Respecto a la bilirrubina, se obtuvo el mismo perfil que se observo con la
hemoglobina extracelular. La bilirrubina directa o conjugada aumento en el
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transcurso de la pancreatitis aguda, si lo comparamos con el grupo control, y
sus niveles se elevaron si ademdas inyectamos intraperitonealmente
hemoglobina (Fig. 22C). Los valores de bilirrubina total se comportan igual que
los de bilirrubina directa o conjugada (Fig. 22B).
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Figura 22.- Concentracion plasmatica de hemoglobina extracelular, bilirrubina total y
bilirrubina directa en la pancreatitis aguda tras inyeccion intraperitoneal de hemoglobina.
Concentracién de hemoglobina extracelular (A), bilirrubina total (B) y bilirrubina directa (C) en
plasma de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las 6 horas de la induccién de pancreatitis aguda con
taurocolato (Té6h) y a las 6 horas de la induccién de pancreatitis aguda e inyecciéon
intraperitoneal de hemoglobina (T6h+HDb). La diferencia estadistica se indica como sigue: * P <
0.05 vs. tiempo “0” o control. ** P < (.01 vs. tiempo “0” o control. # P <0.05 vs. T6h.
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1.8. Niveles plasmaticos de malondialdehido e
isoprostanos en pancreatitis aguda y tras inyeccion
intraperitoneal de hemoglobina.

A continuacion, nos propusimos determinar las concentraciones
plasmaticas de dos productos de peroxidacion lipidica in vivo, el
malondialdehido (MDA) y uno de los isoprostanos mas representativos debido
a sus propiedades vasoactivas, el 15-isoprostano F.

Los niveles plasmaticos de MDA e isoprostanos presentaron una
tendencia, no significativa, hacia una elevacion a las 6 horas de la induccion de
la pancreatitis aguda. No obstante, tras la administracion intraperitoneal de
hemoglobina, tanto los valores de MDA como los de isoprostanos aumentaron
significativamente respecto al grupo control y respecto al grupo de pancreatitis
aguda (Fig. 23).
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Figura 23.- Concentracién plasmatica de malondialdehido y 15-isoprostano Fx en la
pancreatitis aguda tras inyeccién intraperitoneal de hemoglobina. Determinacién de la
concentraciéon plasmatica de malondialdehido (A) y 15-isoprostano Fa (B) en ratas Wistar a 0
horas (0h), a las 6 horas de la induccién de pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6
horas de la induccién de pancreatitis aguda e inyeccién intraperitoneal de hemoglobina
(Téh+Hb). La diferencia estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o control. **
P <0.01 vs. tiempo “0” o control. # P < 0.05 vs. T6h. ## P < 0.01 vs. T6h.
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1.9. Papel de la hemoglobina administrada
intraperitonealmente sobre los niveles de glutation
reducido en pancreas, tejido adiposo abdominal,
higado y pulmén en ratas Wistar con pancreatitis
aguda.

Los resultados de peroxidacion lipidica obtenidos en el plasma nos
indujeron a estudiar la influencia que podia tener la hemoglobina extracelular
en el estado oxidativo de distintos 6rganos implicados tanto en el dafio local
pancreatico como en el fallo multiorganico asociado a la pancreatitis aguda.

En primer lugar, decidimos analizar los valores de glutation reducido
(GSH) en el propio tejido pancreatico. Tras la induccion de pancreatitis aguda
se observé deplecidn significativa en los niveles de GSH, esta disminucién se
mantuvo en el mismo rango tras la administracion de hemoglobina en la
cavidad peritoneal (Fig. 24A).

A continuacién, se determind la concentracion de GSH en el tejido
adiposo abdominal, tejido en contacto con el liquido ascitico y afectado por la
presencia de hemoglobina libre, como observamos al cuantificar el nUumero de
areas de necrosis grasa (Fig. 20A). Como ocurrié en el tejido pancreatico, los
niveles de GSH descendieron de manera significativa en los animales con
pancreatitis aguda. Tras la inyeccion de hemoglobina no observamos cambios
significativos en la deplecién de GSH respecto al grupo de pancreatitis (Fig.
24B).

Para finalizar con el estudio de los tejidos en contacto con el liquido
ascitico se analiz6 el higado, 6rgano ademas implicado en el metabolismo de la
hemoglobina. La pancreatitis aguda ocasiona disminucién en los valores de
GSH. Resaltar que a diferencia del pancreas y del tejido adiposo abdominal, la
adicién de hemoglobina en la ascitis si produce un descenso significativo en la
concentracion de GSH en el tejido hepatico (Fig. 24C).

Por ultimo, se analiz6 el pulmén, o6rgano situado fuera de la cavidad
abdominal. Aunque este 6rgano no esta en contacto con el liquido ascitico, si
estd implicado en el fallo multiorganico asociado a la pancreatitis aguda. Los
niveles de GSH no sufrieron modificaciones significativas en ninguna de las
condiciones estudiadas (Fig. 24D).
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Figura 24.- Niveles de glutation reducido (GSH) en tejido pancreitico, tejido adiposo,
tejido hepatico y tejido pulmonar en la pancreatitis aguda tras inyeccién intraperitoneal de
hemoglobina. Concentraciéon de GSH en homogenado de pancreas (A), de tejido adiposo
abdominal (B), de higado (C) y de pulmén (D) de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las 6 horas de la
induccién de pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la induccién de
pancreatitis aguda e inyeccién intraperitoneal de hemoglobina (T6éh+Hb). La diferencia
estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o control. ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o
control. # P <0.05 vs. T6h.

1.10. Expresion de genes implicados en la inflamacién en
el pancreas de ratas Wistar con pancreatitis aguda tras
administraciéon de hemoglobina extracelular.

A continuacion del estudio del glutatién reducido en pancreas, se analizd
la afectacion inflamatoria del tejido pancreéatico tras el tratamiento con
hemoglobina. Se analiz6 la expresién transcripcional de dos enzimas
relacionadas con la inflamacion, la 6xido nitrico sintasa inducible (inos) y la
hemo oxigenasa 1 (ho-1), esta ultima también implicada en el metabolismo de
la hemoglobina, y de las interleuquinas 13, 6 y 10.
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La figura 25 muestra un aumento muy marcado en la expresion de los
mensajeros de ambas enzimas en el tejido pancreatico tras la induccion de la
pancreatitis aguda. La administracion de hemoglobina libre en el liquido
ascitico no produce ningun incremento adicional de la expresion de inos y de
ho-1 en el pancreas en la pancreatitis aguda.
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Figura 25.- Expresion de ARNm de inos y de ho-1 en pancreas en la pancreatitis aguda tras
inyeccion intraperitoneal de hemoglobina. Niveles relativos de ARNm de inos (A) y de ho-1
(B) vs. rplp0 en tejido pancreatico de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las 6 horas de la induccién de
pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la induccion de pancreatitis aguda e
inyeccién intraperitoneal de hemoglobina (T6h+Hb). La diferencia estadistica se indica como
sigue: ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control.

En cuanto al analisis de la citoquinas, los resultados obtenidos fueron
diversos. Observando los niveles de expresion relativa de la il-183, apreciamos
un aumento transcripcional significativo transcurridas 6 horas desde la
induccion de la pancreatitis. Tras la adicibn de hemoglobina, los niveles
expresados no sufrieron un cambio significativo (Fig. 26A). El resultado mas
destacable es el que nos ofrece el estudio de la il-6. Tras la induccion de la
patologia, los niveles de ARNm alcanzaron valores muy elevados comparados
con las otras dos citoquinas analizadas. Los niveles de expresién siguieron
aumentando tras la administracion de la hemoglobina libre en el abdomen de
las ratas Wistar con pancreatitis (Fig. 26B). Por ultimo, se estudio la expresion
de una citoquina antiinflamatoria, la il-10. La expresion relativa de ARNmM
aumenté en pancreatitis aguda, probablemente como mecanismo de defensa
en el proceso inflamatorio de la pancreatitis. La hemoglobina libre del liquido
ascitico no parece estar involucrada en la regulacion génica de esta citoquina,
como ocurria con la il-18 (Fig. 26C).
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Figura 26.- Expresion de ARNm de il-1, il-6 e il-10 en pancreas en la pancreatitis aguda
tras inyeccion intraperitoneal de hemoglobina. Niveles relativos de ARNm de il-1f (A), il-6 (B)
e il-10 (C) vs. rplp0 en tejido pancreético de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las 6 horas de la
induccién de pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la induccién de
pancreatitis aguda e inyeccién intraperitoneal de hemoglobina (T6h+Hb). La diferencia
estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o control. ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o
control. # P <0.05 vs. T6h.

1.11. Papel de la hemoglobina extracelular en la
regulacion transcripcional de genes relacionados con

la inflamacién en el tejido adiposo abdominal de
ratas Wistar con pancreatitis aguda.

Con el fin de determinar si la hemoglobina extracelular presente en el
liguido ascitico podia desempefiar un papel importante en la formacién de las
areas necréticas observadas en el tejido adiposo abdominal, se estudi6 la
expresion de los ARNm de genes relacionados con la inflamacion.
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De igual forma que en el tejido pancreatico, se comenzé el estudio
analizando la expresién del gen inos. La induccion de la pancreatitis provoco un
aumento muy marcado, casi 90 veces, en la expresion de este gen en el teijido
adiposo. Como observabamos en el tejido pancreatico, la administracion de
hemoglobina libre no varia la expresion de este gen (Fig. 27A).

Posteriormente, se midieron los niveles de expresion génica de la ho-1.
De nuevo observamos un aumento marcado, mas de 40 veces, de su
expresion en la pancreatitis aguda. A diferencia de lo sucedido en el pancreas,
los valores del ARNm siguieron elevandose hasta aumentar 80 veces al
inyectar la hemoglobina intraperitonealmente (Fig. 27B).
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Figura 27.- Expresion de ARNm de inos y de ho-1 en tejido adiposo abdominal en la
pancreatitis aguda tras inyeccién intraperitoneal de hemoglobina. Niveles relativos de ARNm
de inos (A) y de ho-1 (B) vs. rplp0 en tejido adiposo abdominal de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a
las 6 horas de la induccién de pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la
induccién de pancreatitis aguda e inyeccién intraperitoneal de hemoglobina (T6h+Hb). La
diferencia estadistica se indica como sigue: ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. # P < 0.05 vs.
Téh.

En la figura 28 se muestra el analisis de la expresion génica, a nivel de
citoquinas claves en la regulacion de la cascada inflamatoria, en la grasa
abdominal en la pancreatitis aguda. Para ello, estudiamos la transcripcion de
las citoquinas tnf-a, il-18, il-6 e il-10. Los valores de expresion de todas ellas
aumentaron de manera significativa tras la induccion de la pancreatitis aguda.
Cabe resaltar que los valores de il-6 en condiciones basales fueron
indetectables. Los datos mas interesantes se obtuvieron tras la inyeccion de
hemoglobina en la cavidad abdominal durante la pancreatitis, puesto que los
niveles de ARNm de las tres citoquinas pro-inflamatorias, tnf-a, il-18 e il-6,
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aumentaron significativamente en este grupo experimental. En cambio, la
expresion del ARNm de la il-10, citoquina antiinflamatoria, disminuyé
significativamente respecto al grupo de 6 horas, poniendo de manifiesto la
influencia de la hemoglobina libre en la regulacién de la expresion génica de las
citoquinas inflamatorias en el tejido adiposo y su posible relacion con la
formacion de las areas de necrosis grasa observadas en la figura 20.

Tejido adiposo abdominal

tnf-a il-1p
14 1 60 1
" H#H#
- 12 4 % K -
= < 50 1
e 2 **
g 10 | a
5 X 10 -
T 8 3.
oL * :
S = 30 1
6 £
z % 2
g 4 < **
> 10 4
0 0 =
Oh T6h+Hb oh Té6h T6h+Hb
il-6 " D i-10
16 1 o 14 - .
14 4 12
=12 A ]
® £ 10 1
3 10 =
=3 8 5 #
Q — -
~ 8 (=] sk sk
©o A ol
= = 5
6 1 £
£ =
x 4, e 4
< - <
2 4 2 4
-
0 . T 0 T T
Oh Teh Teh+Hb Oh Teh Teh+Hb

Figura 28.- Expresion de ARNm de tnf-a, il-1p, il-6 e il-10 en tejido adiposo abdominal en
la pancreatitis aguda tras inyeccién intraperitoneal de hemoglobina. Niveles relativos de
ARNm de tnf-a (A), il-18 (B), il-6 (C) e il-10 (D) vs. rplp0 en tejido adiposo abdominal de ratas
Wistar a 0 horas (Oh), a las 6 horas de la induccién de pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y
a las 6 horas de la induccién de pancreatitis aguda e inyeccién intraperitoneal de hemoglobina
(Téh+HDb). La diferencia estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o control. **
P <0.01 vs. tiempo “0” o control. # P < 0.05 vs. T6h. ##P < 0.01 vs. T6h
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1.12. Estudio de la transcripcion de genes relacionados con
la inflamacién en higado en la pancreatitis aguda tras
administracion de hemoglobina extracelular.

El estudio de la regulacion transcripcional de genes relacionados con la
inflamacion a nivel sistémico, en pancreatitis aguda y en presencia de
hemoglobina, continu6 con el analisis del tejido hepatico. Como hasta ahora,
los dos primeros genes examinados fueron inos y ho-1. El comportamiento de
la expresion del ARNm de inos fue el mismo que el observado en pancreas y
tejido adiposo, que corresponde a un aumento significativo en la pancreatitis
aguda, pero sin influencia de la administracion de hemoglobina en la regulacién
génica (Fig 29A). Respecto a la otra enzima relacionada con la inflamacién y
con el metabolismo de la hemoglobina, ho-1, ésta experimentd el mismo perfil
detallado anteriormente en el tejido adiposo. La induccién de la pancreatitis
origina una elevacion en la transcripcion respecto a las condiciones basales.
Tras la inyeccion de hemoglobina, la expresion de ho-1 aumenté casi 30 veces
respecto al grupo control y aproximadamente al doble respecto grupo de 6
horas (Fig. 29B).
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Figura 29.- Expresion de ARNm de inos y de ho-1 en higado en la pancreatitis aguda tras
inyeccion intraperitoneal de hemoglobina. Niveles relativos de ARNm de inos (A) y de ho-1 (B)
vs. rplp0 en tejido hepatico de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las 6 horas de la induccién de
pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la induccién de pancreatitis aguda e
inyeccién intraperitoneal de hemoglobina (T6h+Hb). La diferencia estadistica se indica como
sigue: ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. # P < 0.05 vs. T6h.
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A continuacién, comparamos los niveles de ARNm en higado de las
citoquinas inflamatorias en las distintas condiciones experimentales. La figura
30 muestra que la pancreatitis aguda no influye en la regulacién génica de
estas citoquinas en el tejido hepético, ni tampoco la adicion de hemoglobina
extracelular.
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Figura 30.- Expresion de ARNm de tnf-a, il-1, il-6 e il-10 en higado en la pancreatitis
aguda tras inyeccion intraperitoneal de hemoglobina. Niveles relativos de ARNm de tnf-a (A),
il-1p (B), il-6 (C) e il-10 (D) vs. rplp0 en tejido hepatico de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las 6 horas
de la induccién de pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la induccién de

pancreatitis aguda e inyeccion intraperitoneal de hemoglobina (T6éh+Hb).
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1.13. Analisis en el tejido pulmonar de genes relacionados
con la inflamacion en la pancreatitis aguda tras
administracion de hemoglobina extracelular.

Para finalizar con el estudio sistémico de los genes implicados en la
inflamacion, escogimos un 6rgano afectado en la evolucion de la pancreatitis
aguda, el pulmén.

En primer lugar, observamos un marcado aumento de la expresion
génica de inos tras la induccién de la pancreatitis, resultado que coincide con
los obtenidos hasta ahora en otros tejidos. No obstante, el dato més relevante,
respecto a los otros tejidos comparados, se obtuvo al inyectar la hemoglobina
libre en la cavidad peritoneal. Aun siendo un 6rgano que no se encuentra en
contacto directo con el liquido ascitico, la expresion génica de la inos aumenté
significativamente respecto al grupo de pancreatitis aguda de 6 horas (Fig.
31A).

Respecto a la expresion génica de ho-1, el perfil obtenido coincide con el
observado en tejido adiposo e higado, que corresponde a niveles aumentados
a las 6 horas de pancreatitis e incremento todavia mayor tras inyectar
hemoglobina extracelular en la ascitis. Es destacable que los niveles de
expresion de ho-1 alcanzados en el pulmén no fueron tan elevados como los
hallados en los otros tejidos (Fig. 31B).
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Figura 31.- Expresion de ARNm de inos y de ho-1 en pulmén en la pancreatitis aguda tras
inyeccién intraperitoneal de hemoglobina. Niveles relativos de ARNm de inos (A) y de ho-1 (B)
vs. rplp0 en tejido pulmonar de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las 6 horas de la induccién de
pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la induccién de pancreatitis aguda e
inyeccién intraperitoneal de hemoglobina (T6h+Hb). La diferencia estadistica se indica como
sigue: ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. # P < 0.05 vs. T6h.
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Por ultimo, y siguiendo con el orden establecido hasta el momento, se
analizaron las citoquinas inflamatorias. Tal como muestra la figura 32,
observamos como la pancreatitis aguda regula al alza las 4 citoquinas
estudiadas, produciendo un aumento en sus niveles transcripcionales. La
inyeccion intraperitoneal de hemoglobina libre, en este caso, no produjo ninguin
cambio respecto al grupo de ratas Wistar con pancreatitis sacrificadas a las 6
horas.
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Figura 32.- Expresion de ARNm de tnf-a, il-1p, il-6 e il-10 en pulmén en la pancreatitis
aguda tras inyeccién intraperitoneal de hemoglobina. Niveles relativos de ARNm de tnf-a (A),
il-18 (B), il-6 (C) e il-10 (D) vs. rplp0 en tejido pulmonar de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las 6
horas de la induccién de pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la induccién
de pancreatitis aguda e inyeccion intraperitoneal de hemoglobina (T6h+Hb). La diferencia

estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o control.
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1.14.Infiltracion leucocitaria en pulmén de ratas Wistar
con pancreatitis aguda e inyeccion intraperitoneal de
hemoglobina.

Con el objeto de evaluar de forma méas completa la respuesta
inflamatoria pulmonar asociada a la pancreatitis aguda necrotizante, se
determind el nivel de infiltracion leucocitaria a través de la actividad de la
enzima mieloperoxidasa (MPO). En la figura 33 observamos que esta actividad
enzimatica es significativamente mayor en el pulmon de las ratas que han
sufrido pancreatitis aguda inducida por taurocolato respecto al grupo de 0
horas. La inyeccion de la hemoglobina extracelular en la cavidad peritoneal
aumenté de forma significativa los valores de actividad peroxidasa frente al
grupo de 6 horas, estableciendo por tanto una relacién entre hemoglobina e
inflitracion leucocitaria.
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Figura 33.- Actividad mieloperoxidasa (MPO) en pulmén en la pancreatitis aguda tras
inyeccion intraperitoneal de hemoglobina. La actividad MPO se expresé en mU/mg proteina
y se midi6 en pulmoén de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las 6 horas de la induccién de pancreatitis
aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la induccién de pancreatitis aguda e inyeccién
intraperitoneal de hemoglobina (T6h+Hb). La diferencia estadistica se indica como sigue: ** P <
0.01 vs. tiempo “0” o control. ##P < 0.01 vs. T6h.
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1.15.Regulacién de la expresion de genes diana del Factor
Inducible por Hipoxia (HIF-la) a nivel hepatico y
pulmonar en la pancreatitis aguda tras administracién
de hemoglobina extracelular.

En base a los resultados obtenidos en la expresion génica de inos en los
distintos tejidos estudiados, nos planteamos analizar el posible papel que podia
jugar la hemoglobina en la regulacion del factor de transcripcion HIF-1a a nivel
pulmonar, teniendo en cuenta que la inos es diana transcripcional de este
factor. Para la caracterizacion de la via de HIF-1a, se escogieron tres dianas
mas de HIF-1a, el factor de crecimiento A del endotelio vascular (vegfa), la
oxido nitrico sintasa endotelial (enos) y la hexoquinasa-2, enzima relacionada
con el metabolismo glucolitico preferente en condiciones anaerdbicas. La
expresion génica de estas dianas se estudié tanto a nivel pulmonar como
hepatico.

Mediante gRT-PCR se observé que los niveles de ARNm de vegfa
variaban de igual forma que los de la enzima inducible de la éxido nitrico
sintasa (inos) en el higado de las ratas Wistar con pancreatitis aguda.
Aumentaban de manera significativa a las seis horas de la induccion con
taurocolato, y no se modificaban tras la inyeccion de hemoglobina libre (Fig.
34A). En cambio, las otras dos dianas analizadas, enos y hexoquinasa-2, no
vieron modificados sus niveles de expresion en higado respecto a las
condiciones basales en ninguno de los grupos experimentales (Fig. 34B y C).
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Figura 34.- Expresion de ARNm de vegfa, enos y hexoquinasa-2 en higado en la pancreatitis
aguda tras inyeccion intraperitoneal de hemoglobina. Niveles relativos de ARNm de vegfa (A),
enos (B) y hexoquinasa-2 (C) vs. rplp0 en tejido hepatico de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las 6
horas de la induccién de pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la induccién
de pancreatitis aguda e inyeccion intraperitoneal de hemoglobina (T6éh+Hb). La diferencia

estadistica se indica como sigue: ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control.

Para confirmar el resultado obtenido en la expresion transcripcional de
vegfa, se analizd la expresion proteica mediante Western blot de este factor de
crecimiento. La figura 35 muestra un aumento en los niveles proteicos de
VEGFA tras la induccion de la pancreatitis aguda y mantenimiento de estos
niveles tras la inyeccion de hemoglobina libre en la cavidad peritoneal. Estos
resultados coinciden con los obtenidos en la regulacion transcripcional del gen
(Fig. 34A).
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Figura 35.- Expresion proteica de VEGFA en higado en la pancreatitis aguda tras inyeccién
intraperitoneal de hemoglobina. Western blot representativo de VEGFA y a-tubulina (A) y
densitometria frente a a-tubulina (B) en higado de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las 6 horas de la
induccién de pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la induccién de
pancreatitis aguda e inyeccién intraperitoneal de hemoglobina (T6h+HDb). La diferencia

estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o control.

Una vez descartada la participacion de HIF-1a en la posible regulacion
que podia ejercer la hemoglobina extracelular asociada a la ascitis a nivel
hepatico, nos centramos en el territorio pulmonar, tejido en el que si habiamos
obtenido aumento en la expresién de una diana de HIF-1q, la inos (Fig. 11A).
Siguiendo los mismos pasos que en el higado, se estudiaron las dianas
mencionadas anteriormente, vegfa, enos y hexoquinasa-2. El perfil génico
obtenido en las distintas condiciones experimentales fue idéntico al de la inos
en pulmén. Tras la induccién de la pancreatitis aguda, hay un aumento
significativo de la expresion de los diferentes genes, aumento que se hace mas
notable al aplicar la inyeccion intraperitoneal de hemoglobina libre (Fig. 36).
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Figura 36.- Expresion de ARNm de vegfa, enos y hexoquinasa-2 en pulmén en la
pancreatitis aguda tras inyeccion intraperitoneal de hemoglobina. Niveles relativos de ARNm
de vegfa (A), enos (B) y hexoquinasa-2 (C) vs. rplp0 en pulmoén de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las
6 horas de la induccién de pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la
induccion de pancreatitis aguda e inyeccion intraperitoneal de hemoglobina (T6h+Hb). La
diferencia estadistica se indica como sigue: ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. # P < 0.05 vs.
Téh.

Por dltimo, y atendiendo a estos resultados, nos planteamos estudiar si
el aumento en la transcripcion de ARNm de vegfa se traducia en un aumento
en los niveles proteicos a nivel pulmonar. Tras la realizacién del Western blot,
pudimos observar que el resultado hallado mediante el analisis génico se
reflejaba en la expresion proteica. La induccion de la pancreatitis aguda eleva
los niveles proteicos de VEGFA en el pulmén de las ratas Wistar. Tras la
inyeccion de hemoglobina libre en el espacio peritoneal, VEGFA sigue
aumentando su expresion proteica significativamente frente a las condiciones
basales y respecto al grupo de pancreatitis de 6 horas (Fig. 37), hecho que
constata la influencia que ejerce la hemoglobina asociada a la hemolisis de la
ascitis sobre la regulacion de genes dianas de HIF-1a, a nivel transcripcional y
proteico en el territorio pulmonar.
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Figura 37.- Expresion proteica de VEGFA en pulmoén en la pancreatitis aguda tras inyeccion
intraperitoneal de hemoglobina. Western blot representativo de VEGFA y o-tubulina (A) y
densitometria frente a a-tubulina (B) en pulmén de ratas Wistar a 0 horas (Oh), a las 6 horas de la
induccién de pancreatitis aguda con taurocolato (T6h) y a las 6 horas de la induccién de
pancreatitis aguda e inyeccién intraperitoneal de hemoglobina (T6h+HDb). La diferencia

estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o control. # P < 0.05 vs. T6h.
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2. ANALISIS DEL ESTRES OXIDATIVO Y DEL
METABOLISMO LIPIDICO EN RATAS OBESAS CON
PANCREATITIS AGUDA.

2.1. Deplecion y oxidacion de glutation en pancreas
durante la pancreatitis aguda en ratas control (lean) y
obesas (Zucker).

El estudio del estrés oxidativo en la pancreatitis aguda se inicio
analizando los valores de glutation reducido (GSH) en el tejido pancreético. Los
niveles basales de GSH en pancreas de ratas obesas son mas bajos que en
pancreas de ratas control. Tras la induccion de pancreatitis, la deplecién de
glutatiébn ocurre en ambos grupos, pero a las 6 horas los niveles pancreaticos
de GSH fueron significativamente mas bajos en obesas que en ratas lean (Fig.
38A). Los niveles de glutation oxidado (GSSG) no cambiaron significativamente
durante la pancreatitis en ratas control (lean), pero aumentaron en obesas a las
6 horas de la induccion (Fig. 38B). Como consecuencia, el cociente
GSSG/GSH fue mayor en ratas obesas que en ratas control. El cociente
(GSSG/GSH)x1000 alcanzé un valor de 28 + 9 en ratas obesas y de 13 + 2 en
ratas lean a las 6 horas después de la induccion de la pancreatitis.
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Figura 38.- Niveles pancreiticos de glutatién reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG)
tras la induccién de pancreatitis aguda en ratas control (lean) y obesas (Zucker).
Concentraciéon de GSH (A) y GSSG (B) en pancreas de ratas lean y obesas a 0, 1 y 6 horas
después de induccion de pancreatitis aguda. La diferencia estadistica se indica como sigue: * P <
0.05 vs. tiempo “0” o control. # P < 0.05 obesas vs. lean en las mismas condiciones.
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2.2. Estudio de la via de la transulfuracién durante la
pancreatitis en ratas control (lean) y obesas (Zucker).

Una vez observados los cambios producidos en los niveles pancreaticos
de GSH tras la induccién de la pancreatitis aguda, nos planteamos estudiar
cuatro componentes clave en la via de la transulfuracion, via precursora de la
sintesis de GSH.

Los niveles de metionina, S-adenosil metionina (SAM), cisteina y cistina
fueron determinados en pancreas durante la pancreatitis en ratas control (lean)
y obesas. Los niveles de metionina y sobre todo los de S-adenosil metionina se
encontraron elevados en las ratas obesas respecto a las ratas control en
condiciones basales, mientras que los niveles de cisteina y cistina no fueron
significativamente diferentes entre ambos grupos (Fig. 39). Es importante
resaltar que los niveles de SAM fueron aproximadamente 4 veces mas altos en
el pancreas procedente de las ratas obesas que en el de las ratas lean. Tras la
induccion de las pancreatitis hubo un marcado descenso en los niveles de
SAM, especialmente en las ratas obesas (Fig. 39B). Los niveles de metionina
s6lo disminuyeron durante la pancreatitis en ratas obesas (Fig. 39A). Aunque
los niveles de cisteina no cambiaron significativamente durante la pancreatitis,
hubo un aumento destacable en su forma oxidada, cistina, a 1 y 6 horas tras
induccion de la pancreatitis en ambos grupos (Fig. 39C y D).
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Figura 39.- Caracterizacién de la via de la transulfuracion en el pancreas de ratas control
(lean) y obesas (Zucker) en la pancreatitis aguda. Niveles de metionina (A), S-adenosil
metionina (B), cisteina (C) y cistina (D) en ratas lean y obesas (Zucker) a 0, 1 y 6 horas después de
la induccion de pancreatitis aguda. La diferencia estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs.
tiempo “0” o control. ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. # P <0.05y #* P < 0.01 obesas vs. lean

en las mismas condiciones.
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2.3. Pérdida de 1la actividad fosfatasa durante la

pancreatitis en ratas control (lean) y obesas (Zucker).

Con el fin de estudiar enzimas sensibles al estado redox y claves en la
cascada inflamatoria en el pancreas durante la pancreatitis aguda, nos
propusimos valorar las actividades de las enzimas protein fosfatasas en la
evolucion de la patologia en el tejido pancreatico, tanto en ratas control como
en ratas obesas.

En primer lugar, nos centramos en las serin/treonin fosfatasas PPl y
PP2A. Las actividades de las serin/treonin fosfatasas PP1 y PP2A en pancreas
disminuyen a las 6 horas tras induccién de pancreatitis con taurocolato en
ambos grupos, especialmente en las obesas. El porcentaje de disminucion fue
de 25 % para PP1 y de 21 % para PP2A en ratas lean, en cambio en ratas
obesas fue de 46 % para PP1y 32 % para PP2A (Fig. 40A y B). Respecto a la
actividad tirosin fosfatasa, no hay cambios en las ratas lean a las 6 horas de
induccién. Sin embargo, en ratas Zucker hubo un descenso leve, pero no
significativo, de la actividad fosfatasa del orden de un 17 % en la pancreatitis
aguda (Fig. 40C).
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Figura 40.- Actividad fosfatasa en pancreas de ratas control (lean) y obesas (Zucker)
después de induccion de la pancreatitis aguda. Las actividades serin/treonin fosfatasa -
PP1(A) y PP2A (B) -y tirosin fosfatasa (C) se muestran como tasa de liberacion de fosfatos por
minuto en pancreas de ratas lean y obesas a 0 y 6 horas después de induccién de pancreatitis
aguda. La diferencia estadistica es: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o control. ** P < 0.01 vs. tiempo “0”
o control.
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2.4. Determinacion de los niveles de glutatiéon reducido
(GSH) en higado y pulmén de ratas control (lean) y
obesas (Zucker) en la pancreatitis aguda.

Tras el analisis del tejido pancreético, se determinaron los niveles de
GSH en dos tejidos extrapancreaticos, higado y pulmon, para observar el
alcance sistémico que puede alcanzar la pancreatitis aguda en animales
obesos.

Los niveles de GSH en higado experimentaron una deplecion
significativa tras la induccion de pancreatitis en ambos grupos experimentales
(Fig. 41A). Respecto al pulmdn, los valores de GSH tienden a disminuir, pero
sin diferencias significativas, en ratas lean después de la pancreatitis. En ratas
obesas, los niveles pulmonares de GSH apenas sufren modificacién durante el
transcurso de la pancreatitis (Fig. 41B).
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Figura 41.- Niveles de glutation reducido (GSH) en higado y pulmoén tras la induccion de
pancreatitis aguda en ratas control (lean) y obesas (Zucker). Concentracién de GSH en higado
(A) y pulmoén (B) en ratas lean y obesas a 0 y 6 horas después de induccién de pancreatitis
aguda. La diferencia estadistica se indica como sigue: ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control.

2.5. Necrosis grasa y actividad lipasa en grasa abdominal
en pancreatitis en ratas control (lean) y obesas
(Zucker).

A continuacion, el estudio se centr6 en el tejido que diferencia
principalmente a las ratas control (lean) y obesas, el tejido adiposo abdominal.
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La cantidad de necrosis presente en la grasa abdominal durante la
pancreatitis fue baja en ratas lean, pero muy alta en ratas obesas, cerca de
diez veces mas (Fig. 42A). También hay que destacar que la actividad lipasa es
muy baja en la grasa abdominal en ambos grupos bajo condiciones basales,
pero tras la induccion de la pancreatitis, la actividad lipasa en el tejido graso
aumenta marcadamente en los dos grupos y este incremento es incluso mayor
en las areas de necrosis grasa (Fig. 42B). La alta presencia de lipasa en el
tejido adiposo abdominal fue confirmada por Western blot (Fig. 42C), y este
hecho ocurre especialmente en areas de necrosis grasa de ratas obesas con
pancreatitis.
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Figura 42.- Cuantificacion macroscopica de necrosis grasa y presencia de lipasa pancreatica
en el tejido adiposo abdominal de ratas control (lean) y obesas (Zucker) tras la inducciéon de
la pancreatitis aguda. Focos de necrosis grasa en ratas lean y obesas (Zucker) a 0 y 6 horas
después de la induccién de pancreatitis aguda (A). La presencia de lipasa pancreética en el
tejido adiposo abdominal en la pancreatitis aguda es ilustrada por el incremento de la actividad
lipasa en tejido adiposo blanco abdominal (TAB) y en necrosis grasa (NG) (B) y por la imagen
representativa del Western blot de lipasa pancreatica en TAB y NG (C). Erk 1/2 fue usado como
control de carga. La diferencia estadistica se indica como sigue: ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o
control. #* P < 0.01 obesas vs. lean en las mismas condiciones. 1P < 0.05 NG vs TAB a 6 h en ratas
obesas.
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2.6. Niveles de triglicéridos y acidos grasos libres en
plasma y en ascitis de ratas control (lean) y obesas
(Zucker) con pancreatitis.

Tras observar la implicacion que la lipasa pancreatica y el tejido adiposo
abdominal pueden tener en la evolucion de la pancreatitis aguda en animales
obesos, los experimentos se encaminaron a estudiar el papel que podria jugar
el metabolismo lipidico en el transcurso de la patologia.

La concentracion de triglicéridos (TGL) en plasma fue dos veces mayor
en ratas obesas que en ratas control (lean) en condiciones basales. Tras la
induccion de la pancreatitis, los niveles de TGL disminuyeron en ambos grupos,
especialmente en las ratas obesas (30 % de descenso en lean vs. 60 % de
descenso en obesas) (Fig. 43A).

Los niveles de acidos grasos libres (AGL) fueron tres veces mas altos en
el plasma de ratas obesas en condiciones basales (Fig. 43C). Después de la
induccion de la pancreatitis, existe un descenso transitorio en los mismos.
Concretamente, 1 hora después de inducir la pancreatitis descienden un 70 %
en las control, frente a un 55 % en las Zucker. A las 6 horas, estos valores
aumentan en las ratas lean, siendo la concentracién 6 veces mayor que a 1
hora tras la induccion y 2 veces mayor que a las 0 horas. Respecto a las ratas
obesas, los niveles a las 6 horas fueron 2 veces mas que a 1 hora (Fig. 43C).
En cualquier condicion, los niveles de AGL fueron siempre mas altos en las
ratas obesas.

En el liquido ascitico, los niveles de TGL estaban aumentados en mas
del doble en las ratas obesas respecto a las lean, y los AGL fueron
drasticamente mas altos (4 veces) en este grupo (Fig. 43B y D). Destacar que
los niveles de AGL fueron marcadamente altos en ambos grupos, 500 uM en
ratas control (lean) y 2000 puM en ratas obesas (Zucker).
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Figura 43.- Concentracién de triglicéridos (TGL) y acidos grasos libres (AGL) en plasma y
en liquido ascitico en ratas control (lean) y obesas (Zucker) tras la induccién de la pancreatitis
aguda. Los niveles de TGL y AGL fueron determinados en plasma (A, C) a 0, 1 y 6 horas post-
induccién de pancreatitis aguda y en ascitis (B, D). La diferencia estadistica se indica como
sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o control. ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. # P < 0.05 obesas
vs. lean en las mismas condiciones. ## P < 0.01 obesas vs. lean en las mismas condiciones. t P <
0.05 obesas 6h vs. obesas 1h. Tt P < 0.01 obesas 6h vs. obesas 1h.

137



IV-Resultados

2.7. Niveles de malondialdehido e isoprostanos en
pancreatitis en ratas control (lean) y obesas (Zucker).

Por altimo, y observando las diferencias existentes entre las ratas control
(lean) y obesas en el perfil lipidico, se determinaron los niveles de
malondialdehido (MDA) y del 15-isoprostano F,; como marcadores de
peroxidacion lipidica in vivo.

Los niveles de MDA en plasma fueron mas altos en ratas obesas que en
ratas lean en condiciones basales. A las 6 horas de la induccién de la
pancreatitis, los niveles plasmaticos de MDA no sufrieron cambios significativos
en las ratas lean, mientras que disminuian significativamente a las 6 horas en
el grupo de las ratas obesas (Fig. 44A).

En cuanto a los valores del 15-isoprostano F,; en plasma, se observo
una tendencia no significativa a estar aumentados en condiciones basales en
las ratas obesas. Durante la pancreatitis, los niveles de isoprostanos
aumentaron solo de forma significativa en el grupo de las ratas obesas (Fig.
44C).

En ascitis, las concentraciones de MDA y del 15-isoprostano Fy fueron
mas elevadas en las ratas obesas que en las lean (Fig. 44B y D). Ademas, la
cantidad total de ambas moléculas en ascitis, teniendo en cuenta el volumen
total de liquido ascitico recogido, fue mucho mayor en las ratas obesas (4.6 +
2.7 nmoles de MDA y 9.6 + 3.6 ng de isoprostanos en ratas obesas vs. 1.5 £
0.9 nmoles de MDA y 1.09 + 0.7 ng de isoprostanos en la ascitis de las ratas
lean).
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Figura 44.- Niveles de malondialdehido (MDA) y 15-Isoprostano Fx en plasma y liquido
ascitico en ratas control (lean) y obesas (Zucker) tras la induccién de la pancreatitis aguda. Los
niveles de MDA y 15-Isoprostano F»: fueron determinados en plasma (A, C) a 0 y 6 horas post-
induccién de pancreatitis aguda y en ascitis (B, D). La diferencia estadistica se indica como
sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o control. ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. #P <0.05y # P <

0.01 obesas vs. lean en las mismas condiciones.
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3. EFECTO DEL LAVADO PERITONEAL EN LA
EVOLUCION DE LA PANCREATITIS AGUDA EN
RATAS CONTROL (LEAN) Y OBESAS (ZUCKER).

3.1. Efecto del lavado peritoneal sobre la formacion de
necrosis grasa tras la induccion de pancreatitis en
ratas control (lean) y obesas (Zucker).

El ndmero de focos de necrosis grasa en el tejido adiposo abdominal
disminuye marcadamente, tanto en el grupo de las ratas control (lean) como en
el de las ratas obesas, tras la aplicacion del lavado peritoneal. Destaca en el
grupo de ratas lean la desaparicion por completo de los focos de necrosis
grasa. En el grupo de las ratas obesas, aunque la desaparicion no es total, su
descenso es muy marcado, del orden de un 95 %, siempre teniendo en cuenta
que partimos de diez veces mas de areas de necrosis grasa en las ratas
obesas que en las ratas control tras la pancreatitis (Fig. 45).
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Figura 45.- Cuantificacion macroscopica de necrosis grasa en ratas control (lean) y obesas
(Zucker) con pancreatitis aguda y lavado peritoneal. El ntimero de focos de necrosis grasa se
cuantificé a 0 horas, 6 horas y 6 horas con lavado peritoneal después de la induccién de
pancreatitis aguda. La diferencia estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o
control. ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. # P < 0.01 obesas vs. lean en las mismas
condiciones. 1P < 0.05 lavado peritoneal vs. 6 horas. 1P < 0.01 lavado peritoneal vs. 6 horas.
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3.2. Actividad lipasa pancreatica en plasma de ratas
control (lean) y obesas (Zucker) con pancreatitis y
lavado peritoneal.

La actividad de la lipasa pancreatica en plasma aumenta
considerablemente en ambos grupos a las 6 horas de la induccidon de la
pancreatitis aguda, sin haber diferencias significativas entre ellos, tanto a nivel
basal como a las mencionadas 6 horas de induccion. Al aplicar el lavado
peritoneal, cabe destacar el descenso del orden de un 60 % tanto en el grupo
de ratas lean como en el de ratas obesas, no observando diferencias
significativas entre ambos grupos de nuevo (Fig. 46).
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Figura 46.- Actividad lipasa pancreitica en plasma de ratas control (lean) y obesas (Zucker)
con pancreatitis aguda y lavado peritoneal. La medida de la actividad lipasa plasmatica se
realiz6 a 0 horas, 6 horas y 6 horas con lavado peritoneal después de la induccién de
pancreatitis aguda. La diferencia estadistica se indica como sigue: ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o
control. 1P < 0.01 lavado peritoneal vs. 6 horas.

3.3. Niveles de glutation reducido en pancreas tras la

induccién de pancreatitis y aplicacion del lavado
peritoneal en ratas control (lean) y obesas (Zucker).
En el estudio del efecto del lavado peritoneal sobre los niveles de

glutation reducido (GSH) en tejido pancreatico se confirmaron los resultados
indicados anteriormente. Los valores de GSH en pancreas de ratas obesas son
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mas bajos que en pancreas de ratas control (lean) en condiciones basales
(Figs. 38A y 47). Tras la induccién de la pancreatitis, el descenso en los niveles
de glutation es significativo en ambos grupos, resaltando que los niveles
pancreaticos de GSH fueron significativamente mas bajos en ratas obesas que
en ratas lean (Figs. 38A y 47). Al realizar el lavado peritoneal, la deplecion de
los valores de GSH fue del mismo orden que en los grupos de pancreatitis sin
lavado, destacando que los niveles seguian siendo significativamente mas
bajos en las ratas obesas que en las lean (Fig. 47).
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Figura 47.- Niveles de glutation reducido (GSH) en pancreas de ratas control (lean) y
obesas (Zucker) con pancreatitis aguda y lavado peritoneal. Los valores de GSH en tejido
pancreético se midieron a 0 horas, 6 horas y 6 horas con lavado peritoneal después de la
induccion de pancreatitis aguda. La diferencia estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs.
tiempo “0” o control. #P < 0.05 obesas vs. lean en las mismas condiciones.

3.4. Analisis de la expresion génica de ho-1 y de inos en
pancreas de ratas control (lean) y obesas (Zucker) con
pancreatitis y lavado peritoneal.

En la figura 48A se observa que la expresion relativa de ho-1 en el
pancreas de las ratas obesas en condiciones basales es significativamente
mayor que en las ratas control (lean). Tras la induccion experimental de la
pancreatitis, la expresion génica de esta enzima en pancreas aumenta
considerablemente (mas de 20 veces) en ambos grupos, no habiendo
diferencias entre los dos grupos analizados a las 6 horas de sufrir la patologia.
La realizacion del lavado peritoneal no modificd significativamente los valores
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ARNmM de ho-1 en pancreas respecto al grupo de 6 horas, y por tanto, las
diferencias sobre los grupos control se mantienen. En el analisis de la inos, no
obtuvimos las diferencias a nivel basal encontradas con la ho-1. Una vez
inducida la pancreatitis y practicado el lavado de la ascitis, el perfil de la
expresion de inos sigue el mismo patron que la ho-1, resaltando que las
expresiones relativas de inos son marcadamente elevadas en la pancreatitis
aguda, casi 200 veces mas que en los grupos de 0 horas (Fig. 48B).
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Figura 48.- Expresion de ARNm de ho-1 y de inos en pancreas de ratas control (lean) y
obesas (Zucker) en la pancreatitis aguda con lavado peritoneal. Niveles relativos de ARNm de
ho-1 (A) y de inos (B) vs. rplp0 en pancreas de ratas lean y obesas a 0 horas, 6 horas y 6 horas con
lavado peritoneal después de la induccién de pancreatitis aguda. La diferencia estadistica se
indica como sigue: ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. #P < 0.05 obesas vs. lean en las mismas

condiciones.

3.5. Expresion génica de ho-1 y de inos en higado de ratas
control (lean) y obesas (Zucker) con pancreatitis y
lavado peritoneal.

En el analisis transcripcional de estas dos enzimas en el tejido hepatico,
los resultados obtenidos fueron diferentes a los observados en el pancreas.
Respecto a la ho-1, los niveles de expresion génica en condiciones basales
también fueron significativamente mas elevados en las ratas obesas. Al inducir
la pancreatitis, ambos grupos presentaron un aumento de la expresién génica a
las 6 horas, siendo este aumento mayor en el grupo de las ratas obesas. Al
aplicar el lavado peritoneal, las ratas lean presentan una tendencia no
significativa a disminuir la expresion de ho-1. En cambio, en las ratas obesas si
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se observa un descenso significativo en los niveles de expresion génica de esta
enzima asociada a inflamacién, igualandose a los obtenidos en las ratas lean
con pancreatits y lavado peritoneal (Fig. 49A).

Respecto al estudio de la expresion génica de inos en el higado, la figura
49B muestra que el perfil obtenido es el mismo que el de la ho-1. Existe
diferencia significativa a 0 horas, con niveles mayores en las ratas obesas,
incremento de la expresion con la pancreatitis, y s6lo descenso de los niveles
en el grupo de las ratas obesas cuando realizamos el lavado peritoneal.
También destacar que los niveles transcripcionales de inos fueron mayores que
los de ho-1 (practicamente el doble), pero no alcanzando valores tan elevados
como se obtuvieron en el pancreas.
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Figura 49.- Expresion de ARNm de ho-1 y de inos en higado de ratas control (lean) y obesas
(Zucker) en la pancreatitis aguda con lavado peritoneal. Niveles relativos de ARNm de ho-1
(A) y de inos (B) vs. rplp0 en higado de ratas lean y obesas a 0 horas, 6 horas y 6 horas con lavado
peritoneal después de la induccion de pancreatitis aguda. La diferencia estadistica se indica
como sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o control. ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. P < 0.05
obesas vs. lean en las mismas condiciones. ## P < 0.01 obesas vs. lean en las mismas condiciones.

TP < 0.05 lavado peritoneal vs. 6 horas.

3.6. Papel del lavado peritoneal en la regulacion
transcripcional de genes relacionados con Ia
inflamacion en el tejido adiposo abdominal de ratas
control (lean) y obesas (Zucker) con pancreatitis.

En base al andlisis transcripcional de ho-1 y de inos en pancreas e
higado, en primer lugar se estudié la expresion de estos genes en el tejido
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adiposo abdominal tras la induccién de la pancreatitis, asi como la repercusion
que podria tener el drenaje del liquido ascitico sobre su expresion génica.

En la figura 50A se observa que la expresion relativa de ho-1 esta
aumentada en condiciones basales en el tejido adiposo de las ratas obesas,
como sucedia en el tejido pancreatico y en el tejido hepatico. A las 6 horas de
la pancreatitis, las ratas lean y las ratas obesas inducen la expresion génica de
ho-1 en el tejido adiposo mas de 8 veces, no existiendo diferencias de
expresion entre ellas. Al retirar la ascitis de la cavidad peritoneal, los niveles de
ARNmM de ho-1 en el tejido adiposo descienden significativamente en ambos
grupos.

En relacién a la expresion génica de inos en el tejido adiposo abdominal,
destacamos de nuevo el paralelismo con la expresion de ho-1, como sucede en
pancreas e higado. EI comportamiento de inos es practicamente idéntico al de
ho-1, resaltando sélo la ausencia de diferencia significativa en condiciones
basales entre ambos grupos (Fig. 50B).
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Figura 50.- Expresion de ARNm de ho-1 y de inos en tejido adiposo abdominal de ratas
control (lean) y obesas (Zucker) en la pancreatitis aguda con lavado peritoneal. Niveles
relativos de ARNm de ho-1 (A) y de inos (B) vs. rplp0 en tejido adiposo abdominal de ratas lean y
obesas a 0 horas, 6 horas y 6 horas con lavado peritoneal después de la induccién de
pancreatitis aguda. La diferencia estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o
control. ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. #¥P < 0.05 obesas vs. lean en las mismas condiciones.

TP < 0.05 lavado peritoneal vs. 6 horas.
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Para completar el estudio transcripcional de los genes relacionados con
la inflamacion en el tejido adiposo, se examinaron las variaciones en la
expresion génica de tres citoquinas pro-inflamatorias, tnf-a, il-18 e il-6.

En primer lugar se analizé la expresion de tnf-a. Se observo que la
expresion de esta citoquina es significativamente mas elevada en condiciones
basales en ratas obesas que en ratas lean en el tejido adiposo abdominal. Los
valores de expresion génica aumentaron proporcionalmente 1,5 veces tras la
pancreatitis, manteniéndose por tanto la diferencia significativa entre ambos
grupos a las 6 horas de la induccién. En este punto destaca que la expresion
génica de tnf-a en el tejido adiposo de ratas obesas control es igual a la
expresion en ratas lean a las 6 horas con pancreatitis. Al aplicar el lavado,
obtenemos una disminucion significativa en ambos grupos experimentales,
despareciendo la diferencia existente en los valores relativos de ARNm que
habia entre ambos grupos (Fig. 51A).

Posteriormente, se analizé la evolucién de la il-18 en las distintas
condiciones experimentales. De nuevo aparece la habitual diferencia
significativa en condiciones basales, con niveles mas de 3 veces superiores en
ratas obesas que en ratas lean. Con el trancurso de la pancreatitis, estos
niveles de expresibn aumentan hasta alcanzar diferencias significativas
respecto a los niveles basales en ambos grupos. El efecto del lavado peritoneal
se tradujo en una disminucién significativa de la expresién de il-18 tanto en las
ratas lean como en las obesas, siendo esta reduccion mayor en el grupo de las
ratas obesas (Fig. 51B).

Por dltimo, siguiendo en el tejido adiposo abdominal, se estudio la
expresion génica de la il-6, ya que su expresion responde al estimulo de tnf-a e
il-18. Como ocurre con las otras dos citoquinas pro-inflamatorias, las ratas
obesas de 0 horas sobreexpresan el gen respecto a las ratas lean,
aproximadamente 10 veces. A las 6 horas del inicio de la patologia, ambos
grupos aumentan la transcripcién de il-6 de manera muy marcada, observando
una elevacion de los niveles del orden de 40 veces, siendo este aumento
mucho mayor que en el caso de las otras dos citoquinas. Al realizar el drenaje
de la ascitis tras la induccion de la pancreatitis, se observo disminucion
significativa de los niveles de expresion en ambos grupos, siendo estos valores
significativamente mayores que los obtenidos en condiciones basales (Fig.
51C).
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Figura 51.- Expresion de ARNm de tnf-a, il-1f e il-6 en tejido adiposo abdominal en la
pancreatitis aguda con lavado peritoneal en ratas control (lean) y obesas (Zucker). Niveles
relativos de ARNm de tnf-a (A), il-1f (B) e il-6 (C) vs. rplp0 en tejido adiposo abdominal de ratas
lean y obesas a 0 horas, 6 horas y 6 horas con lavado peritoneal después de la induccién de
pancreatitis aguda. La diferencia estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o
control. ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. *P < 0.05 obesas vs. lean en las mismas condiciones.

##]P < 0.01 obesas vs. lean en las mismas condiciones. 1P < 0.01 lavado peritoneal vs. 6 horas.
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3.7. Infiltracion leucocitaria en pulmén de ratas control
(lean) y obesas (Zucker) con pancreatitis aguda y
lavado peritoneal.

En la figura 52 se puede observar, en primer lugar, que en condiciones
basales se detectdé el doble de actividad mieloperoxidasa (MPO) en los
pulmones de las ratas obesas respecto a las ratas controles. Como
consecuencia de la pancreatitis aguda, la actividad manifestdé un incremento
significativo en ambos grupos, manteniéndose mayor actividad en el pulmon de
las obesas. En ultimo lugar se analiz6 el posible efecto que podria ejercer la
retirada del liguido ascitico asociado a la pancreatitis sobre la inflitracion
leucocitaria. Al estudiar estos grupos experimentales se detectd una
disminucién de la actividad MPO pulmonar sélo en las ratas obesas tras el
lavado peritoneal, igualandose la actividad MPO a la obtenida en las ratas
obesas en condiciones basales.

MPO pulmonar

77 Hi
6.
]
S ]
o
| —
S 4 . **
[=)]
E
S 3 4
E
o, |
0.2
=
1-
0
6H 6H+LP OH 6H+LP

Control (lean) Obesa (Fa/Fa)

Figura 52.- Actividad mieloperoxidasa (MPO) en pulmon de ratas control (lean) y obesas
(Zucker) en la pancreatitis aguda con lavado peritoneal. La MPO se expresé6 en mU/mg
proteina y se midié en pulmén de ratas lean y obesas a 0 horas, 6 horas y 6 horas con lavado
peritoneal después de la induccion de pancreatitis aguda. La diferencia estadistica se indica
como sigue: ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. ##P < 0.01 obesas vs. lean en las mismas

condiciones. 1P < 0.05 lavado peritoneal vs. 6 horas.
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3.8. Estudio de la expresion de genes diana de HIF-1a en
pulmoén de ratas control (lean) y obesas (Zucker) tras
inducciéon de pancreatitis y realizaciéon de lavado

peritoneal.

Con el fin de determinar si el factor inducible por hipoxia (HIF-1a) esta
involucrado en la evolucion de la pancreatitis a nivel pulmonar en las ratas
obesas, se analizé la expresion de cuatro posibles dianas de este factor de
transcripcion.

Para tratar de dilucidar la participacién de HIF-1a en la fisiopatologia del
pulmén en la pancreatitis, nos propusimos estudiar en primer lugar la expresion
génica de la enzima inos. En la figura 53A observamos, igual que en otros
tejidos, la sobreexpresion de esta enzima en condiciones basales en las ratas
obesas. Una vez inducida la pancreatitis, los niveles de expresion aumentan de
manera muy marcada, alrededor de 30 veces, tanto en ratas lean como en
ratas obesas, no observando diferencias entre ellas. Tras la aplicacion del
lavado peritoneal, disminuyeron de forma significativa los valores relativos de
ARNmM en ambos grupos respecto a los grupos de 6 horas, no obteniéndose
diferencias significativas entre ellos.

La siguiente diana de HIF-1la estudiada fue vegfa. Al contrario que
sucedia con la inos, en condiciones basales no se observd diferencia de
expresion de este factor de crecimiento entre los dos grupos. A las 6 horas de
la pancreatitis, ambos grupos vieron incrementada su expresion de forma ligera
pero significativa. El efecto del lavado del liquido ascitico origind descenso de
los valores de expresion génica de vegfa en el grupo de las ratas lean y en el
de las ratas obesas (Fig. 53B).

En la figura 53C se evaluo la regulacion de otra enzima implicada en la
sintesis de oOxido nitrico y dependiente de la via de HIF-1qa, la isoforma
endotelial de la 6xido nitrico sintasa, enos. Aunque los valores de expresion
alcanzados no son tan elevados como en la otra isoforma (inos), su patron es
bastante comparable. En ambos grupos experimentales, la pancreatitis
aumenta alrededor de 3 veces la expresién génica de enos. Como sucedia con
la expresion de inos, existe una disminucion significativa de los niveles
transcripcionales de enos tras la realizacion del drenaje peritoneal en ambos
grupos.

Por ultimo, y para finalizar con la caracterizacién de la via de HIF-1a a
nivel pulmonar, se analiz6 la hexoquinasa-2. Los niveles de expresion de
hexoquinasa-2 variaron de forma paralela a las otras dianas de HIF-1a. Se
observé un incremento de expresion de alrededor de 3 veces tras la induccién
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de la pancreatitis y un descenso de los niveles tras aplicar el lavado peritoneal,
siendo la disminucion significativa s6lo en el grupo de las ratas obesas (Fig.
53D).
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Figura 53.- Expresion de ARNm de inos, vegfa, enos y hexoquinasa-2 en pulmén en la
pancreatitis aguda con lavado peritoneal en ratas control (lean) y obesas (Zucker). Niveles de
ARNm de inos (A), vegfa (B), enos (C) y hexoquinasa-2 (D) vs. rplp0 en pulmoén de ratas lean y
obesas a 0 horas, 6 horas y 6 horas con lavado peritoneal después de la induccién de
pancreatitis aguda. La diferencia estadistica se indica como sigue: * P < 0.05 vs. tiempo “0” o
control. ** P < 0.01 vs. tiempo “0” o control. #¥P < 0.05 obesas vs. lean en las mismas condiciones.
TP < 0.05 lavado peritoneal vs. 6 horas.
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1. MODELO EXPERIMENTAL DE PANCREATITIS
AGUDA.

El modelo de pancreatitis aguda necrotica inducido por taurocolato fue
descrito y desarrollado por Aho en los afios 80 (Aho y cols., 1980) y se
aproxima a los fendmenos que ocurren en una pancreatitis aguda severa de
origen biliar en humanos (Aho y cols.,, 1983). Se trata de perfundir
retrogradamente una sal biliar (en concreto, taurocolato sodico) en el conducto
biliopancreético. En este modelo, la secuencia de acontecimientos que tiene
lugar durante las primeras fases de la pancreatitis aguda experimental parece
deberse al efecto detergente del taurocolato. Se produce una disolucién
inmediata de las paredes ductales y de los lI6bulos adyacentes, con infiltrado
leucocitario en el intersticio. Las membranas celulares se desestabilizan por
efecto del taurocolato, permitiendo que se incremente la concentracion de
calcio en el citoplasma y también facilitando la fusion de los lisosomas con los
granulos de zimoégeno. El tripsind6geno, precursor de la tripsina, se activa
transformandose en tripsina por colocalizacion de ambos organulos. Una vez
activada la tripsina, se desencadena una cascada de activacion de enzimas
proteoliticas e hidroliticas. Se produce también la conversion de la xantina
deshidrogenasa en xantina oxidasa que, con las grandes cantidades de
hipoxantina y xantina producidas en el catabolismo de las purinas asociado a la
elevada mortalidad celular, genera cantidades importantes de radicales libres
de oxigeno y acido urico. Los radicales libres y el infiltrado inflamatorio atacan a
otras células vecinas no afectadas directamente por el taurocolato,
manteniéndose una cadena que acaba por afectar practicamente a todo el
lobulillo pancreatico y como consecuencia, produciendo necrosis en grandes
extensiones.

En los primeros estudios de Aho y colaboradores, se obtuvo una
mortalidad del 24% al utilizar una concentracion de 3% de taurocolato (Aho y
cols., 1980). Utilizando una concentracion de 4,5% se produjo la muerte del
71% de los animales empleados. En ambos casos, la mortalidad se producia
en las primeras 72 h. Empleando una concentracion del 5% se producia una
mortalidad del 100% en las primeras 24 h (Aho y cols., 1980). Los resultados
obtenidos por nuestro grupo son similares en cuanto a la mortalidad descrita
por Aho, y asi con una concentracion del 3,5% hemos observado un 20% de
mortalidad (Pereda y cols., 2004). Se trata de un modelo experimental en el
cual la severidad y mortalidad dependen de la concentracién y el volumen de la
solucibn de sal biliar administrada, a diferencia de otros modelos
experimentales como el de ceruleina. Los resultados que se obtienen, al utilizar
una bomba de perfusiébn, son reproducibles en cualquier laboratorio
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debidamente equipado, constituyendo un buen modelo para el estudio de la
pancreatitis aguda grave. Es por tanto un modelo que tiende a causar una
pancreatitis severa, cuya mortalidad se debe no solo a los efectos locales, sino
también a los efectos sistémicos precoces que provoca.

En nuestro modelo experimental con taurocolato al 3,5% en ratas, la
correcta induccion de la pancreatitis se ha confirmado por el rapido y marcado
aumento de la actividad lipasa en suero, y por el estudio histologico del
pancreas.

Otros organos, como el pulmén, se ven afectados como consecuencia de
la afectacidbn pancreéatica. De hecho, hemos observado en pulmén un
incremento de la actividad de la mieloperoxidasa, una enzima caracteristica de
los neutréfilos y que nos indica infiltrado leucocitario. Los valores se elevan
significativamente a partir de las 3 h y se mantienen elevados incluso a las 9 h
de la induccién de la pancreatitis aguda experimental (Pereda y cols., 2004).

Histologicamente, se confirma un infiltrado inflamatorio pulmonar con
formacion de edema intersticial, ademéas de engrosamiento de la pared alveolar
y destruccion de la misma, resultando en un edema pulmonar caracteristico del
distrés respiratorio. Por tanto, nos encontramos con un modelo que se asemeja
a la pancreatitis aguda grave de origen biliar en humanos, con una mortalidad
similar y con efectos sistémicos caracterizados por una gran afectacién a nivel
pulmonar.

Existen otros modelos de pancreatitis aguda necrética ampliamente
utilizados, como el modelo inducido por una dieta suplementada en colina y
deficiente en etionina (Lombardi y cols., 1975). Debido a que los estrogenos y/o
la incapacidad de neutralizar la activacion de enzimas es determinante en la
induccién de pancreatitis con esta dieta, sélo se pueden utilizar ratas o ratones
jovenes hembra. Se produce una pancreatitis hemorragica con una mortalidad
del 80 al 100% después de 2 a 8 dias, afectandose érganos como el higado y
el sistema nervioso, contribuyendo al sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica independientemente de la pancreatitis aguda. Ademas, es un modelo
con un desarrollo muy variable debido en parte a las diferencias entre los pesos
de los animales y las dietas administradas. La administracion de grandes dosis
de L-arginina intraperitonealmente también provoca una pancreatitis
necrotizante (Mizunuma y cols., 1984), pero no conlleva una mortalidad
elevada en ratas.

La obstruccion del conducto pancreatico se acerca a la pancreatitis
aguda producida por célculos que dificultan la secrecién normal del pancreas.
La teoria del conducto comun de Opie (Opie, 1901), que sugiere que las sales
biliares son las responsables del inicio de la pancreatitis aguda cuando se
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acumulan en el pancreas, ha sido cuestionada en los ultimos afios. El
ligamiento del conducto pancreatico sin reflujo de sales biliares procedentes del
higado desarrolla una pancreatitis indistinguible de la producida por el
ligamiento que produce el conducto comun bilio-pancreatico (Lerch y cols.,
1993).
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2. LA HEMOGLOBINA EXTRACELULAR CONTRIBUYE
A LAS COMPLICACIONES LOCALES Y SISTEMICAS
DE LA PANCREATITIS AGUDA.

Numerosas condiciones patoldgicas estan relacionadas con las lisis de
los eritrocitos y la liberacion de la hemoglobina en los compartimentos
extracelulares (Alayash, 2004; Subramanian y cols., 2013). La hemoglobina es
una molécula altamente reactiva, que ademas de su funcibn como proteina
transportadora de oxigeno, interviene en mdultiples procesos relacionados con
los mecanismos fisiopatolégicos de distintas enfermedades como la
hipertension sistémica y pulmonar, la aterosclerosis, la disfuncion endotelial o
la malaria (Rother y cols., 2005; Buehler y cols., 2010b).

La capacidad potencialmente toxica de la hemoglobina extracelular es
llevada a cabo por diferentes mecanismos interrelacionados. Uno de estos
mecanismos se debe a la capacidad peroxidasa de la hemoglobina en
presencia de H,O,, creando un ambiente oxidativo responsable de la oxidacién
de proteinas y lipidos fundamentalmente (Kapralov y cols., 2009). Otro
mecanismo de suma importancia para explicar los efectos téxicos de la
hemoglobina es la reaccién con el éxido nitrico (NO). En esta reaccion, la
hemoglobina (Fe*?) se transforma en metahemoglobina (Fe*®) mientras que el
NO da lugar a peroxinitrito (ONOQ"); de esta forma se produce un descenso en
los valores de NO, explicando la vasoconstriccion e hipertension asociada a la
presencia de hemoglobina libre o extracelular, y generando una molécula
altamente reactiva como el peroxinitrito (Schaer y cols., 2013). A su vez, la
metahemoglobina obtenida en esta reaccion es muy susceptible de liberar el
grupo hemino de su estructura. El grupo hemino es capaz de participar en dos
reacciones que potenciarian el efecto toxico de la hemoglobina. Por un lado,
puede oxidar directamente a diferentes estructuras biol6gicas como las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), y por otro, puede reaccionar con
diferentes receptores celulares como TLR4, amplificando la respuesta
inflamatoria (Figueiredo y cols., 2007).

La pancreatitis aguda experimental inducida por perfusiéon intraductal de
taurocolato sodico se caracteriza por desarrollar una pancreatitis de tipo
necrohemorragico (Aho y cols., 1980). En este tipo de pancreatitis experimental
en ratas se produce la necrosis isquémica y hemorragica de gran parte del
parénquima pancreatico, ademas de la extravasacion de fluidos a la cavidad
peritoneal debido a cambios en la permeabilidad capilar, dando lugar a un
liquido ascitico hemorragico (Lehtola, 1986; Vollmar y cols., 1992).
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En base a estos antecedentes, el primer objetivo del trabajo consistio en
estudiar la posible existencia de hemoglobina extracelular, procedente de la
lisis de los gldbulos rojos, en un medio rico en enzimas proteoliticas y lipoliticas
como el liquido ascitico asociado a pancreatitis aguda (Ramo y cols., 1987).

2.1. La hemolisis en el liquido ascitico asociado a
pancreatitis aumenta los niveles de hemoglobina
extracelular y la actividad peroxidasa en plasma.

Para iniciar el estudio de la posible presencia de hemoglobina en el
liguido ascitico asociado a pancreatitis, se escogié una técnica de elevada
fiabilidad como es la espectrometria de masas con analizador MALDI-TOF. Los
resultados obtenidos, empleando previamente una separacion proteica de
muestras de ascitis mediante electroforesis, confirmaron la presencia de la
globina B, subunidad polipetidica de la molécula de hemoglobina. En esta
identificacion, a su vez, se comprobo la actividad peroxidasa que puede ejercer
la hemoglobina (Kapralov y cols., 2009). Para llevar a cabo el estudio de la
actividad peroxidasa de la hemoglobina, se efectu6 la transferencia del gel a
una membrana de nitrocelulosa, tras la realizacion de la electroforesis de las
muestras de ascitis. En esta membrana se afiadid directamente el reactivo
luminol, sin previa incubacion de la membrana con un anticuerpo conjugado a
peroxidasa, para comprobar si era capaz de emitir quimioluminiscencia. Al
revelar la membrana, se observaron bandas que emitieron luminiscencia a
diferentes pesos moleculares, constatando la actividad peroxidasa relacionada
con la globina B. La aparicion de este patron proteico con diferentes bandas
luminiscentes se debe al fraccionamiento de la molécula de hemoglobina en las
distintas cadenas polipeptidicas que componen su estructura, causado por el
proceso de desnaturalizacién previo al que son sometidas las muestras durante
la realizacion de la electroforesis. Estas bandas coinciden con los pesos
moleculares de la globinas y sus dimeros.

Una vez confirmada la presencia y la actividad peroxidasa de la
hemoglobina en el liquido ascitico, nos planteamos si su origen es debido a la
capacidad hemolitica que podia ejercer este fluido biologico sobre eritrocitos
procedentes de la extravasacion de sangre a la cavidad peritoneal durante los
procesos iniciales de la enfermedad (Lehtola, 1986; Vollmar y cols., 1992). La
ascitis, o cualquier otro fluido derivado de la lesion del parénquima pancreatico,
es un medio rico en enzimas digestivas con capacidad para hidrolizar los
diferentes enlaces de las biomoléculas del organismo, y por tanto, con
capacidad para dafar a las distintas estructuras celulares (Ramo y cols., 1987;
Navarro y cols., 2002). Al incubar liquido ascitico procedente de rata con PA,
libre de elementos celulares, con una fraccion de glébulos rojos obtenidos de
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sangre de la misma rata, se obtuvo una concentracion de hemoglobina
extracelular practicamente igual a la hallada en el lisado total de los eritrocitos
empleados. De acuerdo con nuestros resultados, la capacidad hemolitica de la
ascitis se debe previsiblemente a la accion de las enzimas lipoliticas. La
adicion de inhibidores de proteasas, previa a la incubacion, no modificé los
niveles de hemoglobina extracelular obtenidos sin la presencia de estos
inhibidores.

Los datos obtenidos en estos primeros experimentos constataron el
objetivo inicial de este estudio, que era que la pancreatitis aguda experimental
necrotizante puede originar la presencia de hemoglobina extracelular en la
cavidad peritoneal debido a la accion hemolitica del liquido ascitico. En este
punto, habria que destacar que la pancreatitis aguda severa a nivel clinico no
suele cursar con la produccién de liquido ascitico (Navarro y cols., 2002). Sin
embargo, debido a que los resultados sugieren gque la capacidad hemolitica es
fruto de la concentracion elevada de enzimas lipoliticas, cualquier coleccién o
fluido de origen pancreatico durante el transcurso de la enfermedad puede ser
responsable de la hemdlisis y como consecuencia, de la existencia de
hemoglobina extracelular en la cavidad peritoneal. De hecho, los fluidos de
origen pancreatico suelen tener un color rojizo.

Una vez identificada la hemoglobina y su actividad peroxidasa, nos
planteamos conocer la evolucién que tendrian sus niveles en el liquido ascitico
durante el desarrollo de la pancreatitis aguda. La concentracion de
hemoglobina extracelular en la ascitis alcanz6é un pico de concentracion en la
primera hora tras la induccion de la enfermedad, desde ese punto los niveles
desciendieron marcadamente durante el trancurso de la pancreatitis aguda.
Para justificar esta disminucion, se determinaron los valores de uno de los
productos de su metabolismo en la ascitis, la bilirrubina. Como era de esperar,
los valores de este metabolito en el liquido ascitico aumentaron paulatinamente
durante la pancreatitis, conforme disminuian los de hemoglobina. Este
incremento en los valores de bilirrubina vendria motivado por los mecanismos
responsables de la regulacibn de la concentracion de hemoglobina en
condiciones extracelulares. En primer lugar, la unién covalente a la
haptoglobina y posteriormente, la accion metabdlica de los macréfagos a través
del receptor CD163 (Subramanian y cols., 2013). No obstante, en presencia de
H,O,, el complejo haptoglobina-hemoglobina (Hp-Hb) puede seguir
desarrollando actividades vasoactivas y oxidantes a través de la interaccion
con el NO y a la capacidad peroxidasa respectivamente (Kapralov y cols.,
2009). Al determinar la actividad peroxidasa en el liquido ascitico a diferentes
tiempos tras la induccién de la enfemedad, observamos que el perfil obtenido
coincidia exactamente con el hallado al cuantificar la concentracion de
hemoglobina. De esta forma, se pone de manifiesto que en situaciones
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patoloégicas como la pancreatitis aguda, la hemoglobina es capaz de desarrollar
sus efectos deletéreos, debido fundamentalmente a que los mecanismos
reguladores son insuficientes (Buehler y D Agnillo, 2010a), y también como
consecuencia de las propiedades bioquimicas anteriormente citadas del
complejo Hp-Hb (Kapralov y cols., 2009).

Como hemos mencionado, el aumento de la concentracion de bilirrubina
en el liquido ascitico podria dar explicacion a la disminucién de los niveles de
hemoglobina en este fluido en el transcurso de pancreatitis aguda, causado
principalmente por la degradacion de la misma en el interior de los macrofagos.
Otro proceso que podria dar explicacion a este descenso podria ser la
reabsorcion de la hemoglobina desde el liquido ascitico a la circulacién
sanguinea a través de los capilares peritoneales. Los resultados obtenidos al
estudiar la concentracion de hemoglobina en el plasma de ratas Wistar con
pancreatitis aguda mostraron un aumento progresivo de la concentracion de la
misma en el transcurso de la enfermedad, alcanzando el maximo de
concentracion a las seis horas de la enfermedad, y no experimentando un
descenso tan acusado como sucedia en las muestras de ascitis analizadas. La
aparicion de este pico a las seis horas tras la induccién significaria un retraso
frente al maximo alcanzado en el liquido ascitico. Ademas, la concentracién de
hemoglobina extracelular fue sensiblemente menor en plasma que en ascitis,
indicando, junto al dato anterior, que probablemente el origen de la
hemoglobina extracelular sucede en el liquido ascitico.

También se determinaron la concentracion de bilirrubina y la activdad
peroxidasa en el plasma de las ratas con pancreatitis aguda. Conforme avanza
la enfermedad, los niveles de bilirrubina en plasma aumentan ligeramente,
evidenciando el metabolismo de la hemoglobina. Sin embargo, la leve
disminucién de los niveles de hemoglobina a partir de las seis horas de la
induccion y el aumento de los niveles de su metabolito en plasma, no se tradujo
en la desparicion total de la actividad peroxidasa, dato que coincide con el
obtenido en el liquido ascitico.

En resumen, la pancreatitis aguda inducida por perfusion intraductal de
taurocolato sédico en ratas Wistar aumenta los niveles de hemoglobina
extracelular en plasma, y como consecuencia, produce un incremento en la
actividad peroxidasa, relacionada con los posibles efectos nocivos que puede
llevar a cabo la hemoglobina fuera del eritrocito. A su vez, comprobamos que
esta hemoglobina encontrada en plasma podia tener su origen en la capacidad
hemolitica del liquido ascitico, probablemente en la naturaleza lipolitica de su
composicién enzimatica. En este fluido también se hallé actividad peroxidasa,
sugiriendo que las propiedades vasoactivas y oxidantes que puede ejercer la
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hemoglobina en condiciones extracelulares pueden tener repercusion tanto a
nivel local como sistémico en la evolucion de la pancreatitis aguda.

2.2. Papel de la hemoglobina extracelular en la respuesta
inflamatoria local en la pancreatitis aguda.

En base a estos resultados, el estudio se centro en el papel que podria
desempefiar la hemoglobina extracelular, presente en el liquido ascitico, en la
evolucion de la respuesta local y sistémica de la pancreatitis aguda. Para llevar
a cabo este estudio, se inyectd intraperitonealmente hemoglobina de rata,
purificada mediante cromatografia de intercambio i6nico, a un grupo de ratas
Wistar con pancreatitis aguda inducida por taurocolato.

Los primeros resultados obtenidos mostraron la participacion de la
hemoglobina en los fendmenos locales de la pancreatitis aguda. A las seis
horas de la induccién, el volumen de ascitis generado, tras la inyeccién de
hemoglobina, fue considerablemente mayor comparado con el grupo de
pancreatitis aguda sin inyecciéon de hemoglobina. Este incremento en la
produccion de liquido ascitico puede ser debido al efecto de la hemoglobina
libre sobre la permeabilidad de la células endoteliales a través de la activacion
de NF-kB y del factor inducible por hipoxia (HIF) (Lisk y cols., 2013). En la
pancreatitis aguda experimental, la ascitis esta relacionada con la severidad de
la enfermedad, ya que desempefia un papel clave en la patogénesis de la
pancreatitis aguda. El liquido ascitico eleva la produccién de TNF-a por las
células acinares (Ramudo y cols., 2005), promueve la activaciéon de los
macrofagos (Satoh y cols., 1999; Gutiérrez y cols., 2008) e induce dafio
pulmonar (Fujita y cols., 2001) y muerte celular de los hepatocitos (Murr y cols.,
2002). De hecho, la ascitis promueve la activacion de NF-kB y aumenta la
produccion de TNF-a en los macréfagos peritoneales (Satoh y cols., 1999).
Ademas, el extracto lipidico del liquido ascitico reduce el efecto antiinflamatorio
del 15-deoxi-PGJ, como agonista de PPARy, cofactor de transcripcion
relacionado con la inhibicién de la inflamacion (Gutiérrez y cols., 2008).

A nivel pancreatico, se estudio la influencia que la hemoglobina
extracelular podria ejercer en el estado redox e inflamatorio del tejido
pancreatico en la pancreatitis aguda. Para valorar el papel de la hemoglobina,
molécula con actividad peroxidasa, en el estado antioxidante del pancreas, se
determinaron los niveles de glutatién reducido (GSH). La deplecion de GSH es
una caracteristica de la pancreatitis aguda y los bajos niveles de este
antioxidante intracelular mayoritario estdn asociados con un aumento de la
mortalidad y del dafio tisular (Gémez-Cambronero y cols., 2000; Alsfasser y
cols., 2002). La administracion de hemoglobina no produjo cambios en los
niveles de GSH tras induccion de PA, evidenciando que la liberacion de
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hemoglobina extracelular es seguramente consecuencia de la pancreatitis y por
tanto, no parece contribuir a los procesos iniciales de la enfermedad en las
células acinares.

Acompafando al estudio de los niveles de GSH en pancreas, se analiz6
la expresion de genes relacionados con la inflamacién, para observar si la
hemoglobina de la ascitis podia regular la cascada inflamatoria a nivel
pancreatico, asociada a la induccion de la enfermedad (Sendler y cols., 2013).
Se escogieron cinco genes, inos, ho-1, il-18, il-6 e il-10 como marcadores de
inflamacion en el tejido pancreatico, y cuya expresion estd aumentada tras la
induccion de la pancreatitis aguda en el mismo (Jung y cols., 2010). A pesar de
las propiedades inflamatorias de la hemoglobina, a través de la interaccién del
grupo hemino con los receptores TLR4 (Figueiredo y cols., 2007), a excepcién
de la il-6, el resto de genes analizados no experimentaron un aumento en la
expresion tras la inyeccion intraperitoneal de la hemoglobina y transcurridas
seis horas tras la induccion. Los resultados de expresion de estos genes
ratificaron los datos obtenidos tras estudiar los niveles de GSH en pancreas. La
hemoglobina liberada en el liquido ascitico, pese a sus propiedades oxidativas
e inflamatorias (Schaer y cols., 2013), no parece contribuir al dafio del tejido
pancreatico en la evolucién de la pancreatitis aguda.

2.3. La hemoglobina extracelular interviene en el
desarrollo de las complicaciones sistémicas de la
pancreatitis aguda.

Una vez conocido el papel de la hemoglobina extracelular en la
evolucion local de la enfermedad, el siguiente objetivo del trabajo se centr6é en
estudiar el alcance sistémico y la relacion que pueden tener sus propiedades
con la evolucion de la pancreatitis aguda.

En primer lugar, se analiz6 si la administracibn de hemoglobina
purificada mediante inyeccion intraperitoneal a ratas con pancreatitis aguda se
traduciria en un aumento de la concentracion de hemoglobina libre en el liquido
ascitico y en el plasma. Hay que destacar que las concentraciones elevadas de
hemoglobina extracelular en plasma se relacionan con un incremento en el
riesgo de mortalidad de pacientes hospitalizados por sepsis (Janz y cols.,
2013), enfermedad que se caracteriza por un desarrollo sistémico similar al de
la pancreatitis aguda (Nystrom, 1998). La concentracion de hemoglobina en el
liquido ascitico y en el plasma de ratas con pancreatitis aguda aumento tras la
adicion de la hemoglobina, confirmando el origen ascitico de la hemoglobina
extracelular asociada a pancreatitis en plasma. Parte de esta hemoglobina es
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metabolizada, como evidencian los niveles de bilirrubina total y conjugada
hallados en plasma a las seis horas de la induccion de la pancreatitis aguda.

No obstante, como se ha indicado anteriormente, los mecanismos
defensivos suelen ser insuficientes a la hora de frenar los posibles efectos
toxicos de la proteina en condiciones extracelulares (Kapralov y cols., 2009). La
actividad prooxidante de la hemoglobina extracelular se evalu6 mediante la
determinacién en plasma de dos parametros de peroxidacion lipidica, el
malondialdehido (MDA) y uno de los isoprostanos mas representativos, el 15-
isoprostano F, (Reeder y cols., 2004; Buehler y cols., 2012). Ambos
marcadores vieron incrementados sus niveles tras la administracion de
hemoglobina a ratas con induccién previa de pancreatitis, manifestando la
participacion de la hemoglobina libre en la formacién de peréxidos lipidicos en
la pancreatitis aguda a nivel sistémico. Ademas, estos productos de
peroxidacion lipidica no solo cumplen funcion como marcadores de estrés
oxidativo sistémico, sino que su presencia en plasma se relaciona con
numerosas enfermedades, fundamentalmente cardiovasculares, ejerciendo una
funcion como mediadores fisiopatolégicos de dafio oxidativo. Se ha
comprobado que niveles altos de MDA en suero estan asociados con la
severidad de la PA en fases iniciales de la enfermedad (Hernandez y cols.,
2011). Respecto a los isoprostanos, desarrollan una accion vasoconstrictora a
nivel renal y pulmonar fundamentalmente, mediada por la activacion de los
receptores de tromboxano A2 (Takahashi y cols., 1992, Delannoy y cols.,
2010). La hipertension pulmonar es la complicacion mas frecuente asociada a
la hemoglobina libre tras un episodio hemolitico (Zhang y cols., 2007; De
Castro y cols., 2008; Schaer y cols., 2013), siendo la hemoglobina extracelular
capaz de producir un aumento en la presion de la arteria pulmonar (Buehler y
cols., 2012). Uno de los mecanismos que puede contribuir a esta hipertension
puede ser el incremento de 15-isoprostano F, observado en este estudio,
debido a su potente accion vasoconstrictora a nivel del musculo liso pulmonar
(Liu y cols., 2007; Dromparis y Michelakis, 2012).

A continuacion, tras comprobar que la hemoglobina libre es capaz de
desarrollar su capacidad peroxidasa en plasma durante la pancreatitis aguda,
nos planteamos estudiar los valores de GSH, como indicador de defensa
antioxidante, en tejidos relacionados con las complicaciones sistémicas de la
enfermedad.

Se observo una deplecion de los niveles de GSH en el tejido adiposo tras
la induccién de la pancreatitis aguda, que fue similar tras la administracion de
hemoglobina. La hemoglobina extracelular se asocia con una deplecién de los
niveles de GSH (D’Agnillo y Alayash, 2000). A su vez, la concentracion de
GSH, como molécula antioxidante, se ha relacionado con la resistencia a la
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muerte celular (Higuchi y cols. 2004). Como se ha sefalado anteriormente, la
hemoglobina extracelular puede causar estrés oxidativo y citotoxicidad debido a
su actividad peroxidasa, generando radicales libres, como anién superoxido,
radical hidroxilo y peroxidos lipidicos entre otros (Alayash, 2004; Kapralov y
cols., 2009). Ademas, la hemoglobina es capaz de reaccionar con el NO y
formar una molécula muy reactiva como es el peroxinitrito (Schaer y cols.,
2013). Este derivado del NO tiene capacidad prooxidante, pudiendo reaccionar
con las diferentes biomoléculas del organismo, ocasionando dafio celular por
disfuncién mitocondrial y/o por pérdida de la integridad del ADN, originando la
muerte celular en dltima instancia (Calcerrada y cols., 2011). La accién de los
radicales libres y la produccién de peroxinitrito, junto a la isquemia secundaria a
la vasoconstriccion por descenso en los niveles de NO (Schaer y cols., 2013),
podria deteriorar la capacidad reductora y antioxidante de las células del tejido
adiposo, y ademas generar un estado hipoxico responsable de causar la
muerte por necrosis del tejido.

La determinacion de GSH en el tejido hepatico mostré un perfil similar al
obtenido en el estudio del tejido adiposo. Sin embargo, los niveles de GSH en
pulmdn no experimentaron cambios significativos frente a las concentraciones
basales. La diferencia en el estado oxidativo de estos dos tejidos, tras la
induccion de la pancreatitis aguda, podria ser debida a que el higado es un
organo que se encuentra en la cavidad peritoneal y por tanto, puede tener
contacto directo con sustancias permeables del liquido ascitico. Al comparar
los valores de la actividad peroxidasa en ascitis frente a los hallados en
plasma, se observa que esta actividad es del orden de unas 30 veces mayor en
el liquido ascitico que en el plasma, y como consecuencia, la formacion de
especies prooxidantes sera mucho mayor. De esta manera, es posible pensar
que el liquido ascitico, debido a esa potente actividad peroxidasa, es capaz de
alterar el estado redox de los tejidos en contacto con él y causar un dafio
independiente de la liberacion de citoquinas en higado, como describié Murr en
el 2002 (Murry cols., 2002).

La hemoglobina libre asociada a hemdlisis ha sido relacionada con la
infiltracion leucocitaria y con el incremento de marcadores inflamatorios a
través de la propiedades proinflamatorias del grupo hemino (Davenport y
Kunkel, 1994; Wun, 2001; Figueiredo y cols., 2007). Estas propiedades estan
asociadas a la produccién del leucotrieno B4 (LTB4) en los macréfagos
(Monteiro y cols., 2011), a la activacion del receptor de la proteina G (Porto y
cols., 2007) o a la induccién de necrosis en los macrofagos a través de la
expresion de TNF-a via TLR4/Myd88 o mediante la generacién de ERO via
TLR4 independiente (Fortes y cols., 2012).
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Para la caracterizacion de la respuesta inflamatoria en los diferentes
tejidos, se analizé la expresion de genes relacionados con la inflamacién y con
el metabolismo de la hemoglobina. Se estudiaron inos y ho-1, y cuatro
citoquinas, tnf-a, il-18, il-6 e il-10. Recientemente, se ha descrito que la
liberacion del grupo hemino en condiciones patolégicas aumenta la produccién
de TNF-qa, IL-1B, IL-6 e IL-10 a través de la translocaciéon de NF-kB, y la
expresion génica de inos y ho-1 en macrofagos alveolares (Simdes y cols.,
2013).

La expresion de inos y ho-1 en el tejido adiposo esta elevada tras la
induccion de la pancreatitis aguda, indicando el posible estrés nitrosativo y la
respuesta al dafio por el aumento de la concentracion de hemoglobina libre.
Tras la administracion de hemoglobina, sélo aumentd la expresion de ho-1,
responsable del metabolismo de la hemoglobina para intentar reducir los
efectos toxicos de la misma. Los resultados mas interesantes se obtuvieron al
analizar la expresion de las citoquinas pro-inflamatorias, tnf-a, il-18 e il-6 y la
citoquina antiinflamatoria, il-10. La expresion de las cuatro citoquinas aumenté
en el tejido adiposo a las seis horas de la induccion de la pancreatitis aguda,
seguramente como consecuencia de la respuesta inflamatoria originada por los
distintos mediadores liberados tras la induccion de la enfermedad en el
pancreas (Luan y cols., 2013). La administracion de hemoglobina aumento la
expresion de tnf-a, il-18 e il-6 y provoco un descenso en la expresion de il-10.
Resultados que coinciden con los hallados por Simdes y colaboradores en
macréfagos alveolares, respecto a la regulacién de la produccién de citoquinas
mediante el grupo hemino de la hemoglobina (Sim&es y cols., 2013).

El analisis de la expresion de estos genes sugiere que la hemoglobina
extracelular de la ascitis participa en la regulacion y amplificacion de la cascada
inflamatoria en el tejido adiposo. La sobreexpresion de las citoquinas
proinflamatorias, especialmente TNF-a, puede contribuir a la necrosis del tejido
a través de la interaccidn con receptores de membrana implicados en la muerte
celular (Saldeen y cols., 2000; Chu, 2013).

Estos resultados explicarian que las areas de necrosis grasa asociadas a
pancreatitis son mucho mas abundantes tras la administracion de hemoglobina.
A su vez, la formacion de estas lesiones en el tejido adiposo podria contribuir al
desarrollo sistémico de la enfermedad. Recientemente, Closa y colaboradores
han observado que estas areas son una importante fuente de citoquinas
proinflamatorias, como TNF-aq, tienen baja expresion de la IL-10 antiinflamatoria
y contienen un intenso infiltrado inflamatorio, particularmente neutréfilos
(Franco-Pons y cols., 2010). Por tanto, los macrofagos peritoneales estan
fuertemente activados en presencia de tejido adiposo blanco necrético (Franco-
Pons y cols., 2010). Ademas, la necrosis grasa abdominal puede contribuir a la
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respuesta inflamatoria sistémica en la pancreatitis aguda mediante la liberacién
de lipidos halogenados (Franco-Pons y cols., 2013).

En resumen, de acuerdo con nuestros resultados, bien la hemoglobina o
bien el grupo hemino procedente de la hemoglobina ascociada a hemolisis
contribuyen a la respuesta inflamatoria en el tejido adiposo durante la
pancreatitis aguda. Este estado pro-inflamatorio, acompafiado de la
disminucién de la capacidad antioxidante observada en la deplecién de GSH en
este tejido, puede ser origen de la necrosis grasa. Ademas, la formacion de
necrosis grasa se caracteriza por la activacion e infiltracién leucocitaria, y
también por la liberacion de mediadores inflamatorios (Franco-Pons y cols.,
2010), perpetuando la cascada inflamatoria iniciada por la hemoglobina, y
como consecuencia, contribuyendo a las complicaciones sistémicas de la
pancreatitis aguda.

Respecto al higado, el comportamiento de la expresion de los genes inos
y ho-1 fue igual al obtenido en el tejido adiposo. Tras la adicién de hemoglobina
libre, no se obtuvieron cambios en la expresion de inos y si en la expresion de
ho-1. Destacar que los niveles de ARNm relativos de estos dos genes en el
higado, aun siendo valores muy elevados, fueron menores que los obtenidos
en tejido adiposo, sugiriendo una menor afectacion del higado respecto al tejido
adiposo en la pancreatitis aguda necrética. De nuevo, la sobreexpresion de ho-
1, tras la administracién de la hemoglobina, pone de manifiesto la activacion de
los mecanismos detoxificantes por la presencia del grupo hemo, como sucedia
en el tejido adiposo. Sin embargo, al analizar los niveles de expresién en
higado de tnf-a, il-16, il-6 e il-10, observamos que los valores de ARNm de las
citoquinas no se modificaron en ninguna de las condiciones experimentales.
Respecto a este resultado, destacariamos que la afectacién hepatica directa en
la pancreatitis aguda suele ser baja, con estudios contradictorios al respecto.
Parece que la importancia del higado radica en su participacion en los efectos
sistémicos, como por ejemplo, el aumento que produce de fosfolipasa A, y su
contribucion a la afectacién pulmonar (Closa y cols., 1996; Closa y cols., 1999).
Ademas, los estudios donde se analiza el dafio hepético y la produccion de
citoquinas utilizan una concentracion de taurocolato sdédico del 5% (Vaquero y
cols., 2001; Wenhong y cols., 2012), frente al 3,5% empleado en este trabajo.

El analisis de los genes relacionados con la inflamacion finalizé con el
estudio en el pulmén. La expresion de ho-1 en el pulmén siguid el mismo
comportamiento que el observado en tejido adiposo e higado. Sin embargo, los
niveles de ARNm de ho-1 en pulmon no fueron tan elevados como en estos
dos tejidos, seguramente debido a que esta alejado del liquido ascitico y sélo
recibe el grupo hemo a través de la circulaciébn sanguinea, que tiene niveles
menores. Aun asi, la sobreexpresion demuestra la presencia del grupo hemo
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en el tejido pulmonar en la pancreatitis aguda. EI componente inflamatorio se
analizé mediante la expresion de las citoquinas tnf-a, il-18, il-6 e il-10. Los
resultados obtenidos mostraron una activacion de la expresion de todas ellas
tras la induccién de la pancreatitis, no siendo esta activacion dependiente de la
hemoglobina en el tejido pulmonar. Por dltimo, destacar el perfil observado en
la expresion de inos en el pulmén. Como sucedia en pancreas, tejido adiposo e
higado, la induccion de la pancreatitis aguda se tradujo en un aumento de la
expresion de inos a las seis horas desde la perfusion de taurocolato sodico. El
resultado mas interesante se produjo tras la adicion de hemoglobina purificada
a ratas con pancreatitis aguda. A diferencia de los otros tejidos estudiados, la
expresion de inos practicamente se duplicé en pulmoén respecto al grupo de
pancreatitis aguda sin administracion de hemoglobina.

En la pancreatitis aguda, la sobreproduccién en pulmén de NO a través
de la enzima iNOS esta relacionada con la aparicién de dafio pulmonar agudo
(Cheng y cols., 2010). La expresion génica de la enzima inos en el pulmon es
un pardmetro empleado habitualmente como marcador de inflamacion tisular y
asociado a enfermedades pulmonares como el asma (Hamid y cols., 1993), el
cancer pulmonar (Tauler y Mulshine, 2009) o el fallo pulmonar agudo
(D"Alessio y cols., 2012). En todas estas patologias, la regulacion de la
expresion de inos depende fundamentalmente de la activacion del factor de
transcripcion NF-kB a través de los receptores CD14 o los receptores de IL-13
(Schroder y cols., 2000). Sin embargo, en condiciones de hipoxia, el factor de
transcripcion inducible por hipoxia-1 a (HIF-1a) puede regular el control de la
expresion de inos, como sucede en el shock hemorragico (Hierholzer y Billiar,
2001). Recientemente, se ha publicado que la hemoglobina extracelular es
capaz de inducir la expresion de HIF-1la a través de los receptores TLR y
modificar la permeabilidad de las células endoteliales (Lisk y cols., 2013).
Ademas, HIF-1a juega un papel importante en el fallo pulmonar agudo (Craig y
Dorscheid, 2002), y su inhibicion esta relacionada con la disminucién de la
afectacion pulmonar (Jiang y cols., 2012).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos preguntamos si la
sobreexpresion de inos hallada en el pulmon podia ser debida a la contribucion
de HIF-1a en la aparicion del dafio pulmonar asociado a pancreatitis aguda.
Para caracterizar la participacion de HIF-1a en pulmoén, se analizé la expresion
génica de tres dianas, el factor de crecimiento endotelial vascular a (vegfa), la
oxido nitrico sintasa endotelial (enos) y la hexoquinasa-2 (hk-11), ademas de la
ho-1 ya estudiada. La expresion de vegfa, enos y hk-Il en pulmdn experimento
el mismo perfil que las otras dos dianas de HIF-1a estudiadas, inos y ho-1. Los
resultados sugieren una participacion de HIF-la en el dafio pulmonar
secundario a la pancreatitis aguda y mediada por la presencia de hemoglobina
libre en los vasos pulmonares.
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Para comprobar que la activacion de HIF-1a era especifica de la region
pulmonar en la pancreatitis aguda, se estudiaron de nuevo los genes dianas de
HIF-1a en higado. Los niveles de expresion de vegfa, enos y hk-1l en higado
mostraron que HIF-1a no se activa en el tejido hepatico durante la pancreatitis
aguda.

Entre las dianas de HIF-1a escogidas, VEGFA es capaz de alterar la
permeabilidad vascular del agua y proteinas en diferentes Organos,
fundamentalmente en el pulmoéon (Mura y cols., 2004), estando regulado el
proceso por las especies reactivas del oxigeno (Irwin y cols., 2009). Ademas, la
sobreexpresion de vegfa en pulmén induce edema pulmonar (Kaner y cols.,
2000), y a nivel sistémico, modifica la permeabilidad capilar en diversos
organos (Thurston y cols., 1999). En las fases iniciales del dafio pulmonar
asociado a la respuesta inflamatoria aguda, las células epiteliales alveolares y
los leucocitos liberan VEGFA, aumentando la permeabilidad de la capa
endotelial y contribuyendo a la formaciéon del edema intersticial de pulmén
(Mura y cols., 2004). También destaca la capacidad quimiotactica de VEGFA
(Barleon y cols., 1996), propiedad que puede explicar el aumento de actividad
mieloperoxidasa pulmonar encontrado en nuestro estudio tras la administracion
de hemoglobina libre a ratas con pancreatitis aguda.

Observando la importancia que VEGFA puede desempefiar en la
evolucion del edema pulmonar asociado a pancreatitis, junto a los niveles de
expresion génica anteriormente analizados, también se determinaron los
niveles proteicos, mediante Western-blot, de VEGFA en pulmén e higado. Tras
la induccion de la pancreatitis aguda, los niveles de proteina aumentaron en
ambos tejidos. La inyeccion intraperitoneal de hemoglobina causé un
incremento proteico de VEGFA exclusivamente en pulmén, manifestando la
especificidad de la hemoglobina en la regulacion de VEGFA a nivel pulmonar
en la pancreatitis aguda. Todos estos resultados apoyan la hipétesis de Lagan
sobre la contribuciéon de la hemoglobina extracelular al sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SRIS) y como consecuencia, al fallo pulmonar agudo
(Lagan vy cols., 2008).

En conclusion, la hemoglobina extracelular contribuye al desarrollo de la
pancreatitis aguda a través del incremento del volumen de liquido ascitico, de
la formacidn de necrosis grasa y ademas, por el aumento de expresion de
citoquinas pro-inflamatorias en el tejido adiposo abdominal y de VEGFA en el
pulmoén. Por tanto, los efectos pro-inflamatorios inducidos por la hemoglobina
extracelular en el tejido adiposo abdominal, junto con el aumento de ascitis y la
activacion de HIF-1a en el pulmén, pueden contribuir de una manera decisiva a
la respuesta inflamatoria sistémica y al fallo pulmonar agudo en la pancreatitis
aguda necrotizante.
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3. LAS RATAS OBESAS PRESENTAN MAYORES
NIVELES DE NECROSIS GRASA Y PEROXIDACION
LIPIDICA EN LA PANCREATITIS AGUDA.

La obesidad es un factor pronéstico de severidad en la evolucion de la
pancreatitis aguda, ya que las complicaciones sistémicas son mas frecuentes
en pacientes obesos que en no obesos (Amman y cols., 2010). Los pacientes
con pancreatitis aguda severa tienen mayor porcentaje de grasa corporal que
los pacientes con pancreatitis aguda leve (Funnell y cols., 1993; Martinez y
cols., 2004), siendo el tejido adiposo abdominal un factor de riesgo
independiente en la aparicion de la enfermedad (Sadr-Azodi y cols., 2013).
Ademas, también se ha demostrado en distintos meta-analisis que la obesidad
es un factor de riesgo de desarrollo de complicaciones locales y sistémicas en
la pancreatitis aguda (Martinez y cols., 2006; Chen y cols., 2012).

En el modelo experimental de pancreatitis aguda necrotica inducida por
taurocolato, se ha observado que las ratas obesas Zucker tienen un porcentaje
de supervivencia marcadamente inferior a las controles (Segersvard y cols.,
2001). Experimentos preliminares realizados en nuestro laboratorio con estas
ratas obesas corroboran estos hallazgos. No obstante, la hiperlipidemia y la
mayor grasa abdominal, por si solas, no dan lugar a una mayor mortalidad o
lesibn pancreatica en la pancreatitis aguda necrética (Segersvéard y cols.,
2001). En consecuencia, todavia no se conocen bien los mecanismos
responsables de la mayor severidad de la pancreatitis aguda experimental en
animales obesos.

Las ratas Zucker presentan el receptor de la leptina mutado con el fin de
producir obesidad. En estudios clinicos, se ha observado que la leptina juega
un papel clave en la regulacion de la ingesta y el consumo energético
(Mockus, 2001). Analizando la ingesta de comida y agua, se puede concluir
que este aumento de peso se produce como consecuencia de una mayor
ingesta de comida. Por tanto, nuestros resultados indican que la mutacion en el
receptor de la leptina produce obesidad por hiperfagia tal como demuestran
otros autores (Senello y cols, 2008).

Una vez se ha comprobado que la diferencia de peso entre ambos
grupos era significativa, realizamos estudios para comprobar si el peso corporal
esta relacionado con el peso del pancreas con el fin de ajustar la dosis de
taurocolato perfundida. Este punto es de especial importancia si queremos
inducir una pancreatitis aguda comparable tanto en ratas obesas como en ratas
control. Hemos observado que el pancreas presenta un peso similar en ambos
grupos, por lo que la dosis de taurocolato empleada para inducir la pancreatitis
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aguda experimental fue la misma, y podemos deducir que la induccion de
pancreatitis serd similar en ambos grupos. Este modelo de estudio ha sido
realizado de la misma manera por otros grupos de investigacion (Segersvard y
cols., 2001).

3.1. Papel del estrés oxidativo y los isoprostanos en la
pancreatitis aguda y en la obesidad.

Durante las ultimas décadas, diversos autores han mostrado evidencias
indirectas de que el estrés oxidativo juega un papel importante en la
pancreatitis aguda (Sanfey y cols., 1984; Guice y cols., 1986; Schdenberg y
cols., 1991). En este trabajo hemos estudiado la posible contribucién del estrés
oxidativo, local y sistémico, en el incremento de la severidad de la pancreatitis
en los animales obesos. Las especies reactivas del oxigeno (ERO) a altas
concentraciones son citotdxicas, pudiendo causar necrosis, mientras que a
bajas concentraciones pueden desempefiar una funcion como mensajeros de
sefalizacion, contribuyendo también al proceso inflamatorio (Pereda y cols.,
2006; Baggaley y cols., 2008; Escobar y cols., 2009). De hecho, las actividades
prooxidantes de la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa son mediadoras de la
respuesta inflamatoria y del dafio tisular en la pancreatitis (Niederau y cols.,
1996; Gukovskaya y cols., 2002; Yu y cols., 2005). Sin embargo, el papel de las
ERO en la pancreatitis es controvertido porque pueden ser beneficiosas
durante el desarrollo de la enfermedad por activar la via apoptoética, tras
estimulacion de las células acinares por ceruleina o colecistoquinina
(Odinokova y cols., 2009). Ademas, se ha descrito que las ERO originadas por
la presencia de &cidos biliares desencadenan la apoptosis, protegiendo a las
células acinares contra la necrosis (Booth y cols., 2011).

En el presente trabajo, hemos observado que los niveles de GSH
pancreaticos en condiciones basales y a las seis horas de la induccion son mas
bajos en las ratas obesas que en ratas control. Por tanto, este descenso en la
defensa antioxidante puede, por si mismo, contribuir al incremento del dafio
pancreatico en las ratas obesas. También hemos encontrado que el glutatiéon
oxidado (GSSG) alcanzd una magnitud mayor en el pancreas del grupo de las
ratas obesas, demostrando la presencia de estrés oxidativo en el pancreas de
animales obesos con pancreatitis. Adicionalmente, observamos que el
descenso en las actividades de las serin/treonin fosfatasas PP1 y PP2A y de
las tirosin fosfatasas, sensibles al estado redox, en pancreas durante la
pancreatitis, fue mas pronunciado en los animales obesos. Estas protein
fosfatasas pueden ser inactivadas por estrés oxidativo (Pereda y cols., 2006;
de Dios y cols., 2006; Escobar y cols., 2009), y su inactivacion esta implicada
en la formacién del edema pancreatico y en la regulacion de TNF-a
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(Schnekenburger y cols., 2005; de Dios y cols., 2006). En consecuencia, la
menor actividad encontrada en el pancreas de las obesas puede llevar al
aumento de la actividad de las MAP quinasas y de la induccion de citoquinas
proinflamatorias, explicando en parte los altos niveles de estas Ultimas en las
ratas obesas, publicado previamente por Segersvard y colaboradores
(Segersvard y cols., 2001; 2008).

La via de la transulfuracion fue estudiada en el tejido pancreatico por su
participacion en la sintesis de cisteina, aminoacido cuyos niveles son el factor
limitante para la formacion de GSH. Por tanto, modificaciones en esta via
podrian contribuir a la deplecion de GSH durante la pancreatitis y
particularmente a la baja concentracion basal encontrada en las ratas obesas.
De acuerdo con nuestros resultados, la via de la transulfuracion no es la
responsable del descenso de GSH en la pancreatitis, debido a que no hay
descenso en los niveles de cisteina. En contraste, los niveles pancreéticos de
la forma oxidada de la cisteina, la cistina, aumentan marcadamente después de
la induccion de la pancreatitis, probablemente como resultado de la hidrélisis
del GSH por las proteasas pancreéaticas y debido al ambiente prooxidante
originado por la pancreatitis aguda. Es importante destacar a la S-adenosil
metionina (SAM), uno de los metabolitos clave en la via de la transulfuracion.
Los niveles de SAM fueron muy superiores en el grupo de las ratas obesas, en
condiciones basales, y sufrian un descenso brusco tras la induccién de la
pancreatitis en ambos grupos. La deplecion de estos niveles en la pancreatitis
aguda fue publicada por Lu (Lu y cols., 2003), empleando como modelo
experimental la pancreatitis inducida por dieta deficiente en colina y con
suplemento en etionina. El papel critico del SAM como donante de grupos
metilo puede determinar una regulacion especifica de la expresién de genes en
el pancreas de animales obesos a través de la metilacion de islas CpG o
histonas. Futuros experimentos son necesarios para clarificar la funcién del
SAM durante el transcurso de la enfermedad y en la obesidad.

Respecto a la peroxidacion lipidica, se determinaron los niveles de
malondialdehido (MDA) y 15-isoprostano F,; (Reeder y cols., 2004; Buehler y
cols., 2012). La concentracién de MDA fue mas alta en condiciones basales en
el plasma de los animales obesos. Inesperadamente, la concentracion de MDA
fue significativamente menor en el grupo de las ratas obesas a las seis horas
de la induccién. Una posible explicacion a este descenso puede ser la
formacion de aductos entre MDA vy proteinas, o bien la absorcion de los lipidos
oxidados por leucocitos activados. Es interesante destacar que el MDA puede
formar aductos con la hemoglobina, cuya concentracién esta aumentada en
plasma tras la induccién de la PA, como hemos observado en el anterior
estudio de la presente tesis (Cipierre y cols., 2013). Los niveles del 15-
isoprostano F,; aumentaron en ambos grupos tras la induccién de la
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pancreatitis aguda, alcanzando los valores mas altos en las ratas obesas que
habian sufrido pancreatitis. Analizando la ascitis de las ratas control y obesas,
se observo un incremento en ambos marcadores de peroxidacion lipidica en el
grupo de las ratas obesas.

Estos resultados indican un estrés oxidativo sistémico mas intenso
asociado la pancreatitis en las ratas obesas. Los peroxidos lipidicos
plasmaticos estan asociados con activacion de NF-kB y la estimulacién de la
expresion de ICAM-1 en células endoteliales, induciendo disfuncion de las
células endoteliales y adhesion de los leucocitos (Takacs y cols., 2001).
Consecuentemente, el incremento de la peroxidacion lipidica puede contribuir a
amplificar la respuesta inflamatoria en los animales obesos.

Como hemos mencionado en el anterior estudio, los isoprostanos
pueden activar los receptores de los tromboxanos causando una potente
vasoconstriccion renal y pulmonar (Takahashi y cols., 1992, Delannoy y cols.,
2010). Es importante resaltar que, tanto el pulmén como el rifion son los
organos extrapancreaticos mas afectados en la pancreatitis aguda. Los niveles
altos de isoprostanos estan considerados como factor de riesgo independiente
en la enfermedad coronaria del corazén (Davies y Roberts, 2011). En
consecuencia, los isoprostanos pueden estar relacionados con la fisiopatologia
de la pancreatitis aguda en sujetos obesos, ya que concentraciones elevadas
de isoprostanos pueden agravar la pancreatitis, enfermedad asociada con
profundos cambios en parametros hemodinamicos (Zhang y cols., 2008).

3.2. Necrosis grasa asociada a la pancreatitis aguda y
obesidad.

La necrosis grasa aparece durante la pancreatitis en la grasa
peripancreatica, mesentérica y retroperitoneal, y es considerada consecuencia
de la liberaciéon de lipasa y fosfolipasa del pancreas en la cavidad peritoneal
(Lee y cols., 1979; Ellis y cols., 2009). En este estudio, hemos visto que las
areas de necrosis grasa asociada a pancreatitis son mucho mas abundantes en
ratas obesas que en control. Por tanto, en los animales obesos, la necrosis
grasa debe contribuir a una respuesta inflamatoria sistémica mas intensa.
Nuestros resultados también sefialan que la lipasa posee una gran capacidad
para unirse al tejido adiposo blanco en la pancreatitis, especialmente en estas
areas de necrosis, sugiriendo que la lipasa juega un papel activo en la
generacion de la necrosis grasa, particularmente en los animales obesos.

Otra consecuencia de la elevada actividad de la lipasa en el liquido
ascitico es la alta concentracion de acidos grasos libres en este fluido (Pappas
y cols., 1981), lo que puede explicar el aumento de los mismos en el plasma

171



V-Discusion

una vez se ha inducido la pancreatitis. En este trabajo también hemos
encontrado un llamativo aumento de estos acidos grasos libres en la ascitis de
las obesas en comparacion con las no obesas. Los acidos grasos libres pueden
activar la apoptosis de las células endoteliales, cardiomiocitos y células 3
pancreaticas, siendo a altas concentraciones citotéxicos (de Vries y cols., 1997;
Cnop y cols., 2001; Artwohl y cols., 2004). La alta concentracion de acidos
grasos libres en la ascitis de los animales obesos puede afectar la
permeabilidad de la barrera intestinal favoreciendo la traslocacion bacteriana.
Aunque la eliminacion del liquido ascitico fuera beneficiosa respecto a la
supervivencia en la pancreatitis aguda experimental (Niederau y cols., 1988), el
lavado peritoneal no reduce la mortalidad o morbilidad en los ensayos clinicos
desarrollados en pacientes no obesos (Platell y cols., 2001). Aun asi, el lavado
peritoneal podria ser considerado en el tratamiento de sujetos obesos.

También hemos observado que los niveles de triglicéridos plasmaticos
son mucho mas altos en las ratas obesas que en los animales control, tanto en
condiciones basales como durante la pancreatitis. La hipertrigliceridemia es
uno de los factores de riesgo mas importantes de pancreatitis aguda (Toskes,
1990). También existe relacion entre pacientes con hipertrigliceridemia severa,
causada por mutaciones en la lipoproteinlipasa o en la apolipoproteina Cll, y el
desarrollo de pancreatitis recurrente (Wang y cols., 2009). De acuerdo con esta
hipotesis, los ratones deficientes en lipoprotein lipasa muestran
hipertrigliceridemia y una susceptibilidad elevada a sufrir pancreatitis aguda
(Wang y cols., 2009). Por tanto, los niveles elevados de triglicéridos pueden
contribuir también a aumentar la severidad de la pancreatitis aguda en los
animales obesos.
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4. EL LAVADO PERITONEAL MEJORA LAS
COMPLICACIONES SISTEMICAS EN RATAS OBESAS
CON PANCREATITIS AGUDA.

En el desarrollo de la pancreatitis aguda severa, la formaciéon de un
exudado peritoneal rico en actividad enzimatica lipolitica y proteolitica,
sustancias vasoactivas y numerosos mediadores pro-inflamatorios es una de
las diferentes complicaciones locales que pueden aparecer (Dugernier y cols.,
2000). La composicion y propiedades de este exudado o liquido ascitico
parecen estar implicadas en la severidad de la enfermedad a nivel sistémico
(Ramudo y cols., 2005; Gutiérrez y cols., 2008). El lavado del liquido ascitico
con fines quirdrgicos para evitar su toxicidad se remonta a los afios 60 y fue
llevado a cabo por Wall en pacientes con fallo renal asociado a pancreatitis
(Wall, 1965). Posteriormente, Ranson y Spencer observaron una mejoria
notable en la fisiologia respiratoria y cardiovascular con los lavados
peritoneales iniciados dentro de las 48 horas del inicio de la enfermedad y
realizados durante 2 a 4 dias. Esta mejoria se tradujo en una reduccién de la
mortalidad temprana, relacionada con el sindrome de respuesta inflamatoria
sistétmica (SRIS), pero no con la mortalidad tardia, asociada a las
complicaciones sépticas (Ranson y Spencer, 1978). Otros estudios coincidian
en el beneficio de la técnica si el procedimiento se iniciaba precozmente y se
lograba una disminucion del dolor abdominal, mejoria de la fisiologia
respiratoria, elevacion de la calcemia, estabilizacion del hematocrito o
correccion del medio interno (Buggy y Nostrant, 1983; Kauste y cols., 1983;
Lasson y cols., 1984)

Sin embargo, en el primer ensayo clinico, multicéntrico y randomizado
sobre el efecto del lavado peritoneal en la evolucion de la pancreatitis aguda no
se corroboraron estos resultados beneficiosos. En el estudio no se observaron
diferencias en las complicaciones locales, niveles séricos de amilasa y/o
mortalidad de los diferentes pacientes (Mayer y cols., 1985). Afios mas tarde,
los resultados de este ensayo clinico sobre los indices de morbilidad y
mortalidad se confirmaron en un nuevo meta-analisis (Platell y cols., 2001). No
obstante, diversos autores continuaron defendiendo la realizacion del lavado de
la cavidad peritoneal en fases tempranas de la enfermedad y en los casos de
pancreatitis aguda infecciosa (De Waele y cols., 2000; Caronna y cols., 2009).

El lavado peritoneal en la pancreatitis aguda experimental suele mostrar
una mejoria en la evolucion de la enfermedad y una reduccion en la mortalidad
de los animales (Van Hee y cols., 1981; Satake y cols., 1985; Fric y cols., 1992;
Souza y cols., 2010; Meng y cols., 2013), pero igual que sucede en la practica
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clinica, también hay resultados contradictorios sobre su utlizacién (Folch vy
cols., 2000b).

En la presente Tesis, se han realizado dos estudios demostrando la
contribucion del liquido ascitico en la fisiopatologia de las complicaciones
sistétmicas de la pancreatitis aguda necrética experimental. En el primer
estudio, se ha puesto de manifiesto la participacion de la hemoglobina
extracelular en el desarrollo de la pancreatitis aguda severa, ademas de su
origen en la capacidad hemolitica del liquido ascitico. En el siguiente, se ha
constatado la participacion de la lipasa pancreética, existente en la ascitis, en la
formacidén de necrosis grasa, y también, en la posible generacion de lipidos
oxidados y acidos grasos libres que puedan intervenir en el peor prondstico de
los animales obesos. En base a estos dos estudios, el siguiente objetivo de la
Tesis consistio en la realizacion del lavado peritoneal para intentar evitar los
efectos locales y sistémicos del liquido ascitico, centrandonos
fundamentalmente en la posible influencia que podria tener este fluido en la
evolucion de la pancreatitis aguda en sujetos obesos.

4.1. Efecto del lavado peritoneal sobre las complicaciones
locales de la pancreatitis aguda y en la obesidad.

Previo al estudio de la influencia del lavado peritoneal sobre el tejido
pancreatico, se determinaron los niveles de lipasa pancreatica en plasma,
pardmetro utilizado en el diagndéstico de la pancreatitis aguda (Al-Bahrani y
cols., 2005). Nuestros resultados coincidieron con los obtenidos por otros
autores (Fric y cols., 1992; Folch y cols., 2000b). En las ratas lean y en las
ratas obesas se produjo una disminucion de los niveles de lipasa pancreatica
en plasma tras aplicacion del lavado, sin diferencias entre ambos grupos,
indicando que la presencia de la enzima lipolitica en sangre puede estar
relacionada con la reabsorcion peritoneal desde el liquido ascitico. En clinica
no es habitual emplear el valor de lipasa pancreatica en plasma como indicador
de severidad de la pancreatitis aguda (Yadav y cols., 2002). Sin embargo,
recientemente se ha comprobado que los niveles en suero de lipasa pueden
utilizarse como predictores de gravedad en la pancreatitis aguda pediatrica
(Coffey y cols., 2013) o como parametro de dafio pancreéatico en ciertas
patologias pancreaticas de origen traumatico (Herman y cols., 2011).

Los niveles de GSH basales y los obtenidos tras la induccién de la
pancreatitis aguda en pancreas confirmaron los resultados hallados en el
anterior estudio. Las ratas obesas presentan menor concentraciéon de GSH en
el tejido pancreético, responsable posiblemente de un mayor dafio oxidativo en
el tejido de las ratas obesas tras la induccion de la enfermedad. El drenaje del

174



V-Discusion

liguido ascitico no previene la deplecion de GSH en ninguno de los grupos
experimentales.

Junto al GSH, también se estudié en pancreas la expresion de dos
genes relacionados con la inflamacion e indicativos por tanto del dafio tisular,
inos y ho-1. La activacion de la HO-1 esta relacionada con el estado de
inflamacion crénico caracteristico de la obesidad. Los niveles proteicos de HO-
1 estan sobreexpresados en el tejido adiposo de ratas alimentadas con dieta
grasa (Park y cols. 2012) y en la arteria aorta de ratas obesas Zucker,
participando en el remodelado del tejido adiposo (Nicolai y cols., 2009). Su
funcion esta regulada por la hormona adiponectina, liberada por los adipocitos
hipertrofiados para disminuir el estado pro-inflamatorio de la obesidad. Sin
embargo, se ha publicado recientemente que su sobreexpresion no protege
contra la obesidad (Huang y cols., 2013). Nuestros resultados mostraron la
sobreexpresion de ho-1 en el pancreas de las ratas obesas en condiciones
basales. La induccion de la pancreatitis aguda aument6 considerablemente los
niveles de expresion génica de ho-1 en ambos grupos, sin diferencias entre
ellos, indicando que el dafio tisular originado por la perfusion de taurocolato es
igual en el pancreas de las ratas control que en el de las ratas obesas. Por el
contrario, otros autores defienden que el aumento de los niveles de HO-1
mediante tratamiento farmacol6gico esta relacionado con la proteccion del
tejido y se asocia con una mejoria en la evolucion de la enfermedad (Nuhn y
cols., 2013). Habtezion, utilizando otro modelo experimental de pancreatitis
aguda, como el obtenido mediante dieta deficiente en colina y suplementada
con etionina, observé que los ratones no experimentaron un aumento de la
expresion de HO-1 en pancreas tras la induccion de la enfermedad. Para
conseguir el aumento de expresion, con fines terapelticos, emplearon la
inyeccion intravenosa de panhematina, capaz de conseguir el reclutamiento de
macrofagos (Habtezion y cols., 2011). En nuestro modelo, pensamos que la
sobreexpresion de ho-1 esté relacionada con el dafio del tejido. Para ello, se
determinaron los niveles relativos de ARNm de otra enzima implicada en los
diferentes procesos inflamatorios que acontecen en el pancreas durante la
pancreatitis aguda, la inos (Cuzzocrea y cols., 2002; Sung y cols., 2013). Altos
niveles de expresién de inos en pancreas estan relacionados con la severidad
de la enfermedad, asociandose su disminucion con un mejor prondéstico en la
evolucion (Jung y cols., 2010). En nuestro estudio, tras la induccion de la
enfermedad, los niveles génicos de inos alcanzaron valores elevadisimos en el
pancreas de ratas control y obesas, experimentando un perfil similar al de la
ho-1, y por tanto, demostrando que la sobreexpresion de esta Ultima también
puede emplearse como marcador de dafio inflamatorio del tejido pancreatico.
El lavado peritoneal no modifico los valores de expresion de ho-1 e inos
causados por la pancreatitis aguda en ninguno de los grupos experimentales.
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Los resultados obtenidos, tras la aplicacion del lavado peritoneal, en el
estudio del GSH y de la expresion de ho-1 e inos en el pancreas indican que el
drenaje del liquido ascitico no interviene en la evolucién local de la pancreatitis
aguda y como consecuencia, los posibles efectos beneficiosos del tratamiento
sobre las complicaciones sistémicas no seran debidas a una disminucion del
dafio causado sobre el tejido pancreéatico.

4.2. El lavado peritoneal disminuye las complicaciones
sistémicas en ratas obesas con pancreatitis aguda.

En los estudios anteriores de la presente Tesis hemos podido comprobar
el efecto que ejercen la hemoglobina extracelular y la lipasa pancreética del
liguido ascitico sobre la formacidén de necrosis grasa en la pancreatitis aguda.
Al realizar el lavado peritoneal, observamos la desaparicion de estas areas
necréticas en el tejido adiposo abdominal (Tilquin y cols., 1990), indicando que
su origen estéa relacionado con la presencia y composicién del liquido ascitico
tras la inducciébn de la pancreatitis aguda. Otros autores han descrito
previamente que la necrosis grasa puede contribuir a la respuesta sistémica de
la enfermedad mediante la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias y la
activacion de macréfagos peritoneales (Franco-Pons y cols., 2010). Por tanto,
la ausencia de necrosis grasa en el tejido adiposo abdominal puede ayudar a
obtener un mejor prondéstico en el desarrollo de la enfermedad. Debemos
destacar que el numero de focos de necrosis grasa tras la pancreatitis es
considerablemente mayor en las ratas obesas que en las ratas control,
sugiriendo que el lavado peritoneal podria resultar mas beneficioso en el caso
de sujetos obesos.

Continuando con el tejido adiposo abdominal, se estudio la expresion de
genes relacionados con la inflamacion y su posible relacién con la disminucion
de areas de necrosis grasa observada tras la realizacién del lavado peritoneal.
En primer lugar, destacar la sobreexpresion en el tejido adiposo de las ratas
obesas de los genes ho-1, inos, tnf-a, il-18 e il-6 en condiciones basales,
evidenciando el estado de inflamacion cronica asociado a la obesidad
(Medzhitov, 2008; Redinger, 2008; Park y cols. 2012). Como era de esperar, la
pancreatitis aumentd la expresidon de estos genes en el tejido adiposo
abdominal (Gea-Sorli y cols., 2012), sélo observando diferencias entre las ratas
control y las ratas obesas en el caso del tnf-a, siendo la expresion de esta
citoguina mas elevada en el grupo de animales obesos. La retirada del liquido
ascitico provoco la disminucion de expresion de estos genes en el tejido
adiposo tras la induccion de la pancreatitis. Destacar en este punto que los
niveles de ARNm de tnf-a y de il-18 hallados tras la aplicacion del lavado
peritoneal fueron los mismos que los obtenidos en condiciones basales,
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estando estas citoquinas implicadas en procesos de muerte celular por
necrosis (Saldeen y cols., 2000; Fortes y cols., 2012; Chu, 2013).

En base a estos resultados, podemos sugerir que la retirada del liquido
ascitico tras la induccion de la pancreatitis aguda desempefia un papel
protector sobre el dafio inflamatorio que sufre el tejido adiposo abdominal
durante la evolucion de la enfermedad, tanto en ratas control como en ratas
obesas. Este efecto protector puede deberse, al menos en parte, a la
eliminacién de la hemoglobina extracelular presente en el liquido ascitico y
como consecuencia, a la desaparicion de las propiedades proinflamatorias del
grupo hemino anteriormente descritas (Figueiredo y cols., 2007; Simdes y cols.,
2013). Ademés, la realizacion del lavado reduciria la necrosis en los
macréfagos peritoneales a través de vias dependientes de TLR4 mediante
TNF-a (Fortes y cols., 2012) y también la accion lipolitica de la lipasa
pancreatica sobre los adipocitos (Lee y cols., 1979; Ellis y cols., 2009), dando
una posible explicacion a la desaparicion de las &areas de necrosis grasa
caracteristicas de la pancreatitis aguda experimental inducida por taurocolato
sodico.

A continuacion, nos planteamos estudiar la expresion génica de ho-1y
de inos en el higado, debido a que su sobreexpresion en el tejido hepatico es
caracteristica en la sepsis (Eum y cols., 2007), patologia con un desarrollo
sistémico similar a la pancreatitis aguda (Nystrom, 1998). En condiciones
basales, los niveles de ARNm de estas dos enzimas fueron mas elevados en el
higado de las ratas obesas (Shinozaki y cols., 2011; Park y cols., 2012). A las
seis horas de la induccion de la pancreatitis aguda, la expresién génica de ho-1
y de inos aument6é considerablemente en ambos grupos, obteniendo valores
relativos de expresion génica mayores en el grupo de las obesas. Este
resultado indicaria una mayor afectacion del tejido hepatico en el transcurso de
la pancreatitis aguda en sujetos obesos, coincidiendo con los estudios
publicados por otros autores (Segersvard y cols., 2008; Frossard y cols., 2009).
La retirada de la ascitis en la cavidad peritoneal produjo una disminucion muy
marcada de la expresion génica de ho-1 y de inos en el higado de ratas
obesas, sugiriendo un efecto beneficioso del lavado peritoneal en sujetos
obesos y como consecuencia, una mejor respuesta sistémica durante la
evolucion de la pancreatitis aguda.

Por ultimo, se estudio el efecto que podria ejercer el lavado peritoneal
sobre el territorio pulmonar en el contexto de la pancreatitis aguda y la
obesidad. Anteriormente, analizamos la contribucibn de la hemoglobina
extracelular en la afectacion pulmonar asociada a pancreatitis a través de la
activacion del factor inducible por hipoxia (HIF) (Jiang y cols., 2012; Lisk y cols.,
2013). De nuevo, al realizar la induccién de la pancreatitis observamos el
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resultado esperado, aumento de la expresion de los genes estudiados
dependientes de la via de HIF, inos, vegfa, enos y hexoquinasa-2, sin obtener
diferencias entre ratas control y ratas obesas. La retirada del liquido ascitico se
tradujo en una disminucion de la expresion de estos genes en el tejido
pulmonar de ambos grupos experimentales, indicando que la activacion de esta
via estd regulada por la reabsorcion a nivel peritoneal de moléculas
procedentes del liquido ascitico, destacando entre éstas la hemoglobina
extracelular liberada por hemdlisis, como observamos en el trabajo anterior
(Lisk y cols., 2013).

El analisis de la infiltracion leucocitaria en el pulmén mediante la
actividad mieloperoxidasa (MPO) deparé diferencias entre las ratas control y
las ratas obesas. En primer lugar, observamos que la MPO pulmonar alcanzé
valores mas elevados en las ratas obesas tanto en condiciones basales
(Kaplan y cols., 2012) como tras la induccion de la pancreatitis (Zyromski y
cols., 2008), indicando una mayor afectacion del tejido pulmonar en sujetos
obesos en ambas situaciones. La aplicacion del lavado peritoneal provoco un
descenso de la MPO pulmonar so6lo en el grupo de las ratas obesas,
obteniendo unos valores cercanos a los hallados en condiciones basales, y por
tanto, reduciendo considerablemente la afectacion pulmonar asociada a la
pancreatitis aguda severa. Esta disminucion de la infiltracion leucocitaria en el
pulmon de las ratas obesas puede deberse, al menos en parte, al descenso en
la expresién pulmonar de un factor quimiotactico como VEGFA (Barleon y cols.,
1996). Destacar que este descenso en la expresion génica de vegfa también se
ha observado en el pulmoén de las ratas control, no estando acompafiado el
descenso con una disminucién de la MPO en este caso. Este resultado sugiere
que hay mas factores involucrados en la infiltraciébn leucocitaria pulmonar,
posiblemente relacionados con el propio liquido ascitico (Fujita y cols., 2001) y
con las numerosas areas de necrosis grasa observadas tras la induccion de la
pancreatitis aguda en ratas obesas. Hemos mencionado anteriormente que
estas lesiones del tejido adiposo estan relacionadas con las complicaciones
sistétmicas de la enfermedad debido a su capacidad para liberar distintos
mediadores inflamatorios (Franco-Pons y cols., 2010; 2013), y por tanto, la
desaparicion de estas areas de necrosis, tras la realizacion del lavado, puede
contribuir al descenso del infiltrado leucocitario pulmonar observado
fundamentalmente en las ratas obesas.

En conclusion, la utilizaciéon del lavado peritoneal contribuye a una mejor
evolucion de la pancreatitis aguda necroética experimental. El drenaje del liquido
ascitico ejerce un efecto protector sobre el tejido adiposo abdominal, traducido
en la desaparicion de las areas de necrosis grasa, especialmente numerosas
en las ratas obesas, y como consecuencia, en una menor respuesta
inflamatoria sistémica mediada por estas areas. A nivel pulmonar, produce una
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disminucién en la expresion de genes relacionados con la permeabilidad
vascular potenciamente responsables del edema de pulmdén asociado a
pancreatitis; y un descenso de la infiltracion leucocitaria en el grupo de ratas
obesas. Por tanto, atendiendo a nuestros resultados, el lavado peritoneal
podria considerarse en el tratamiento de la pancreatitis aguda en sus fases
tempranas, en pacientes obesos, evitando de esta forma la respuesta sistémica
del tejido adiposo y del liquido ascitico, asi como las posibles complicaciones
pulmonares derivadas del mismo en el desarrollo de la pancreatitis aguda.
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En el estudio del papel del estrés oxidativo y del tejido adiposo
abdominal en la respuesta local y sistémica de la pancreatitis aguda
experimental, se han obtenido las siguientes conclusiones:

En la pancreatitis aguda necrética inducida por taurocolato sédico en
ratas Wistar se detecta la presencia de hemoglobina extracelular y su
actividad peroxidasa asociada en el liquido ascitico y en el plasma,
aumentando sus niveles de forma intensa en fases tempranas de la
patologia.

La hemoglobina extracelular detectada en la ascitis y en el plasma de
ratas Wistar con pancreatitis aguda tiene su origen en la actividad
hemolitica del liquido ascitico.

La hemoglobina extracelular contribuye a la respuesta local y
sistémica de la pancreatitis aguda a través del incremento de la
ascitis, de la produccién de necrosis grasa, y por la induccién de
citoquinas pro-inflamatorias en el tejido adiposo abdominal y de la via
de HIF-1a/VEGF en el pulmédn.

La pancreatitis aguda necrética en ratas obesas se asocia con una
deplecion y oxidacién de glutation en pancreas y con un aumento de
la peroxidacion lipidica en liquido ascitico y plasma respecto a las
ratas control que podrian contribuir al peor pronéstico de la
enfermedad en obesidad.

El lavado peritoneal del liquido ascitico ejerce un efecto protector
tanto en el tejido adiposo abdominal, provocando la desaparicién de
las areas de necrosis grasa, como a nivel pulmonar, disminuyendo la
infiltracion leucocitaria y la expresion de genes relacionados con el
edema pulmonar asociado a la pancreatitis aguda.
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