U

UNIVERSITAT DE BARCELONA

B

Facultat de Medicina

Departament de Cirurgia i Especialitats Quirargiques

EFECTOS SISTEMICOS DE LA INFLAMACION
PANCREATICA.
COMPLICACIONES PULMONARES COMO RESPUESTA A

LA REACCION INFLAMATORIA LOCAL DEL PANCREAS.

Tesis doctoral presentada por el doctorando Isidro Martinez
Casas para optar al grado de Doctor en Medicina y Cirugia,
dirigida por el Prof. Laureano Fernandez-Cruz Pérez y el Dr.

Daniel Closa Autet.

Barcelona, Mayo de 2005






UNIVERSITAT DE BARCELONA

O

Laureano Fernandez-Cruz Pérez, Doctor en Medicina y Cirugia por la
Universidad de Barcelona y Daniel Closa Autet, Doctor en Medicina y

Cirugia por la Universidad de Barcelona

CERTIFICAN:

Que la tesis doctoral titulada “Efectos sistémicos de la inflamacién
pancreatica. Complicaciones pulmonares como respuesta a la reaccion
inflamatoria local del pancreas”, realizada por Isidro Martinez Casas para
aspirar al grado de Doctor en Medicina y Cirugia, esta en condiciones de

ser presentada y sometida a la aprobacion del tribunal convocado.

Lo que se hace constar a todos los efectos, a 26 de Abril de dos mil cinco.

Prof. Laureano Fernandez-Cruz Perez Dr. Daniel Closa Autet

Codirector de la tesis Codirector de la tesis






“Solo el que sabe lo que busca
es capaz de interpretar lo que encuentra”.

Claude Bernard






A mis padres, Javier y Margarita,
de quienes guardaré muchisimos tesoros,
pero sobre todo, el haberme educado en el libre pensamiento

y la ética que siempre han demostrado.

A mi esposa Auxi, por estar a mi lado
y ser un estimulo constante.
A mi hijo Pablo, por las horas

que esta tesis nos ha robado.






Agradecimientos

Al Profesor Dr. Laureano Fernandez-Cruz, Catedratico de Cirugia
de la Universidad de Barcelona, impulsor y director de la presente tesis,
por su fe en ella, por su constante estimulo e ilusion. Agradecerle ademas
las ensenanzas y consejos recibidos durante mi formacién como Cirujano
General. Pertenecer a su Servicio y tenerlo como maestro ha sido y sigue

siendo motivo de orgullo.







A los Dres. Daniel Closa Autet, Felip Pi Siqueras y Josep Antoni Bombi
Latorre por su paciencia y dedicacién durante la realizacién de esta tesis y
por su estrecha colaboracidn en la ensefanza de los modelos y el
procesamiento de las muestras.

Al Dr. Joan Sancho Insenser, maestro y amigo, por haber inculcado en mi
la imagen del cirujano-cientifico-docente, ideal de nuestra profesion. Por
su paciencia y lecciones de estadistica e informatica.

A los Dres. Sergio Hoyos, Gleydson Cesar-Borges, Juan Pablo Pantoja y
Galit Even Bendahan, por su apoyo, colaboracién y horas compartidas en
el estabulario de la Facultad de Medicina de la UB.

A los Dres. Emiliano Astudillo, Alejandro Saenz, Gerson Benarroch y
Salvador Navarro con quienes he compartido los primeros afnos de
profesion, por haber despertado en mi la pasion por la cirugia pancreatica
y endocrina.

A los Dres. Jaume Bosch Genover y Jesus Menéndez-Hevia por sus
consejos y ayuda en los primeros afios de mi carrera universitaria.

A los Dres. Juan Carlos Garcia-Valdecasas, Josep Fuster, Luis Grande,
Manuel Pera, Joan Marti i Rague, Antonio Lacy, Miguel Lépez-Boado,
Xavier Gonzalez y Ramén Rull, cirujanos con quienes he compartido
horas en quiréfano, por haber formado entre todos, mi criterio quirurgico.

A los Dres. Oscar Estrada y Jaime Jimeno, compafieros y amigos, por su
comprension y ayuda en los ultimos meses de elaboracion de esta tesis.

A mis companieros Luis Sabater, Miguel Pera, Jordi Ardid, Ernest Bombuy,
Emilio Riera, asi como al resto de residentes y amigos con quienes he
compartido mi trabajo asistencial.

A mis hermanos, Sabas y Margarita, por todo lo vivido hasta ahora y lo
que nos queda por vivir. A Alex por su humanidad y carifio, tan especiales
para todos nosotros.

A Maria, porque sin su dedicacion a nuestra familia nunca hubiera podido
terminar esta tesis.

A Juan, Silvia, Paco, Ivan, David y Sergio, porque con su alegria y carifio
han aportado a mi persona mas que una verdadera familia.







Indice
1 INTRODUCCION ... s s s e s 7
1.1 FISIOLOGIA DEL PANCREAS EXOCRINO......cucemuireeurensrrnnsrnnsrensrenssrnnsees 8
111 Secrecion enzimatica de las células acinares ............occcevueeennnnn. 9
1.1.2 Regulacion de la secrecidn eXocrina..........cocceeerrriinnissssnnnnnnenns 11
113 Sistemas de proteccion frente a la autodigestion pancreatica 12
1.2  PANCREATITIS AGUDA ......cuuuuunnnnnnnnnnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 14
1.21 Epidemiologia .........ccoovmmmmmiiiiinierrrr s 14
1.2.2 Etiologia.......cccceiiiiiniinn i —————— 15
1.2.3 Formas anatomo-clinicas y clasificacion actuail........................ 18
1.24 Fisiopatologia .........cccovmmmmriiiiniii 24
1.3 EFECTOS SISTEMICOS DE LA PANCREATITIS AGUDA ....c.covevrreerrnnnennns 30
1.3.1 Complicaciones y efectos 6rgano-especificos de la
pancreatitis aguda.........cccccoiiiii e —— 31
1.3.1.1 Shock y efectos cardio-vasculares ...................cccccc, 31
1.3.1.2 Efectossobreelpulmdn ... 32
1.3.1.3 Efectos sobre el rifidN ... 33
1.3.1.4 Efectos sobre el intestino........cccceooeiiiiiiiiii e 34
1.3.1.5 Efectos sobre elhigado...............cccccc 35
1.3.1.6 Alteraciones metabdlicas asociadas a pancreatitis aguda ....... 35
1.3.1.7 Otros efectos de la pancreatitis aguda ..............ccccvviieeeeiinnnnns 37
1.3.1.8 Fallo MUltiorganiCo.........ccouuueiiiiiieieeeccee e 38
1.3.2 Mediadores de la inflamacién implicados en los efectos
sistémicos de la pancreatitis aguda .............ccocviiiini 43
1.3.2.1 Componente celular....................ccccc 43
1.3.2.1.1  Sistema monocito-macrofago .............cccccceeeecvvvveeeeeeeeeeeeciireeennn... 43
1.3.2.1.2  NEUIIOFIOS ... 48
1.3.2.1.3  Célula endotelial...............ccccovveieimiiiiieeiiie e 52
1.3.2.2 Componente humoral ............ccoooeiiiiiiiii e, 55
1.3.2.2.1 Radicales libres de 0Xigeno .............ccccovvoeeeesciiaescie e 55
1.3.2.2.2  EiCOSANOIAES ......cooeeeeeeeeeeeeee e 66
1.3.2.2.3  CHOQUINGS ... 76
1.3.2.2.4 Moléculas de adReSION...............cccuueeeeiieiiiiiieeeee e 91
1.3.2.2.5  OXidO NITICO ... 94
1.3.2.2.6  COMPIEIMENTO ...t 98
1.3.2.2.7 Proteinas de ShOCK tErmiCo.............cccceeveveeeessiiieaeeieeeeeee e 99
1.3.3 Efectos de la pancreatitis aguda sobre el pulmén................... 104
1.3.3.1 Caracteristicas morfolégicas y funcionales de la lesion
pulmonar en la pancreatitis aguda...........cccccceeeii e, 105
1.3.3.2 Patogeénesis de la lesién pulmonar inducida por la
pancreatitis aguda...........cccuuiiiiiiiii e 108
1.34 Importancia del higado en los efectos sistémicos de la
pancreatitis aguda.........ce.eciiiiiiiii 118
1.4 MODELOS EXPERIMENTALES DE INFLAMACION PANCREATICA /
PANCREATITIS AGUDA .....ciiiitrrramrrn s ssnsrasssns s sssnssansnnnsnnnsnnnsnnes 124
1.41 Modelos ductales de pancreatitis aguda......cccc.ccccevrrmmrreennnnnnnn. 125
1.4.1.1  Modelo de infusion ductal retrégrada.............cooocviiiieeeeinnnnne 125
1.4.1.2 Modelo de obstruccion ductal / hipersecrecion....................... 127




indice y abreviaturas

1.4.1.3 Modelo de ligadura duodenal..............ccccoeoeiiiiiiiiiii e 128
1.4.1.4 Modelo de perfusiéon ductal ..........ccccooeiiiiiiiiiiiiiiee, 129
1.4.2 Modelos celulares de pancreatitis aguda.......ccccccccceevirrrrnneeeeee. 129
1.4.2.1 Modelo de pancreatitis inducida por dieta............cccceeeeeeeeennn. 129
1.4.2.2 Modelo de hiperestimulacion con ceruleina...........ccccccceee..... 130
14.3 Otros modelos de pancreatitis aguda experimental................ 132
1.4.3.1 Modelo de isquemia-reperfusion pancreatica ..............ccccu...... 132
1.4.3.2 Pancreas ex vivo perfundido y aislado............ccccceeeeeiiiiinnnnnnn. 133
1.4.3.3 Modelo de pancreatitis inmune ............ccccceeiiiieeiieeiccee e 133
1.5 SINDROME DE ISQUEMIA-REPERFUSION .......ccorrmmemmnsssssssssssrsnnnnnnnnns 134
1.51 Papel de la isquemia en la pancreatitis aguda......................... 141
1.5.2 Trasplante de pancreas experimental...........cccccceveieriiieeeeeeeeen. 146
2 HIPOTESIS DE TRABAJO.........iirreereer e 153
3 OBJETIVOS ... rrr e e e e e 157
4 MATERIAL Y METODOS ... e ereee s 159
4.1  ANIMALES DE EXPERIMENTACION........cuuuumsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 159
4.2  ANESTESIA ...coeeeeeiiissirernnnnssssss s s s s s s snnssssssss s s s s e s nnmnssssssssssssnnnnnnns 160
4.3 MODELOS EXPERIMENTALES ......ccuuusssssssssssssssnnnsnssssnnnnsnnnnnnnnnnnnnnes 161
4.3.1 Modelo de pancreatitis aguda inducida con taurocolato
£ Yo T o N 161
4.3.2 Modelo de trasplante pancreatico isogénico heterotépico ....164
4.4 CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL ...ccevreennssssssssssssmmmnnnssssssssssssnnnns 174
4.5 GRUPOS EXPERIMENTALES ......ccuuusssssssssssssssssnnnnnsssnnnssnnnnnnnnnnnnnnnns 176
4.51 L€ T T o o J T (0 176
45.2 Grupo 2 (P): oot 176
45.3 LT T o T I (N I T 177
454 Grupo 4 (STP): e 177
455 Grupo 5 (T) i 177
4.5.6 Grupo 6 (TPN) .. e 178
4.5.7 Grupo 7 (TPI): o 178
4.6 OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS ....cccuuuuuiirrrrnnnns 178
4.7 DETERMINACIONES ENZIMATICAS.......cuuuuussnnnnnnnnnnsnsnnnnsnnnnnnnnnnnnnnnns 179
4.71 Determinaciones plasmaticas.........ccccccummmmmmmmmmnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnas 179
At Ot B N o = 1 RSP 179
4.7.1.2 Receptor soluble 1y 2 del TNFA.........coveiiiiiiiiiiiiiiie 180
4.7.2 Determinaciones tisulares ..........cccoeeeciiiiiiiiecccccc s 180
4.7.2.1  PrOteINAS .. 180
4.7.2.2 MieloperoXidasa .......cccceveeieeeeruiiiii e e e eeeaes e e e e e eeees 180
4.7.23 TNFom-RNA, IL-6 mMRNAY HSP mRNA.........ccooieeiiee 181
4.8 ESTUDIO HISTOLOGICO ...cceveeunnssssssssssmmmmnnnssssssssssssssnnnssssssssssssnnnnns 182
4.9  ANALISIS ESTADISTICO ..ccuivuurreurrnsrrnsrrnnsrnnsssnssrnssssnssensssnnssenssennses 183
5 RESULTADOS....... ot rre s e e e 185

5.1 ESTUDIO DE LA RESPUESTA LOCAL Y SISTEMICA, A NIVEL HEPATICO
Y PULMONAR, PRODUCIDA TRAS LA INDUCCION DE UNA
PANCREATITIS AGUDA POR ADMINISTRACION INTRADUCTAL DE
TAUROCOLATO SODICO Y TRAS LA REALIZACION DE UN
ISOTRASPLANTE PANCREATICO HETEROTOPICO EXPERIMENTAL....185
511 Niveles de lipasa plasmatica.........ccccooooiiiriiirnri e 185
5.1.2 Niveles de mieloperoxidasa pancreatica...........ccccceeeecrcecrccnnnne 187




indice y abreviaturas

51.3
514
5.1.5
5.1.6
5.2

5.21
5.2.2
5.2.3
5.24
5.2.5
5.2.6
5.3

Niveles de mieloperoxidasa pulmonar ...........ccccceeevveerreereeeeeenn. 189
Niveles plasmaticos de receptores solubles 1y 2 del TNFa... 190
Niveles hepaticos de mRNA de TNFq, IL-6 y HSP 70............... 193
Estudio histologiCo.........cccciiiiiiiiiimiirre e 194

ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LA RESPUESTA SISTEMICA A LA
INFLAMACION PANCREATICA EN UN MODELO DE PANCREATITIS
AGUDA EN PANCREAS NATIVO Y LA RESULTANTE TRAS LA
PANCREATITIS AGUDA DE UN INJERTO DE TRASPLANTE

(oY [od 23 = - 1 o o 197
Niveles de lipasa plasmatica .........cccoccrrrrrrrrirnrssssssss s 197
Niveles de mieloperoxidasa pancreatica............ccccceeeriiriierennn. 198
Niveles de mieloperoxidasa pulmonar .......cccccccceeeeiiimrieccnnnnnnnn. 199
Niveles plasmaticos de receptores solubles 1y 2 de TNFa... 200
Niveles de mRNA de TNFq, IL-6 y HSP 70.......cccooviiiciinnnnnnnnn. 203
Estudio histoldgico........cccciiriiiiiirriirrrrcrcrrrcrr 203

ESTUDIO DE LA MODIFICACION DE LA RESPUESTA SISTEMICA A LA
PANCREATITIS EN PRESENCIA DE TEJIDO PANCREATICO VIABLE.
COMPARACION ENTRE LA LESION PROVOCADA TRAS LA
REALIZACION DE UN TRASPLANTE Y LA ADMINISTRACION
INTRADUCTAL DE TAUROCOLATO SODICO EN EL ORGANO NATIVO

Y SOBRE EL INJERTO PANCREATICO.....ccuiiteuirrmnerennsrenssrenssnnnsnns 205

5.3.1 Niveles de lipasa plasmatica..........ccocceriiiiiiinrccssscsrs s, 205
5.3.2 Niveles de mieloperoxidasa pancreatica............ccccceeeviiriienennn. 206
5.3.3 Niveles de mieloperoxidasa pulmonar .......cccccccceeeeiiimrieccnnnnnnnn. 207
5.34 Niveles plasmaticos de receptores solubles 1y 2 de TNFa... 208
5.3.5 Niveles de mRNA de TNFq, IL-6 y HSP 70..........cooeieeieerieeeeennn. 210
5.3.6 Estudio histoldgicCo........ccccirriiiiiiiriirrrrrrr s 211

6 ] Ko 15T (o] 213
7 CONCLUSIONES .........co e 237
8 BIBLIOGRAFIA .......coeiiiireceene s sassse e saesneas 239




indice y abreviaturas

Abreviaturas

AA: Acido araquidénico.

ADP: Adenosin difosfato.

ATP: Adenosin trifosfato.

C: Grupo control.

CCK: Colecistoquinina.

CCR: Receptor de quemoquinas.

CGRP: Péptido relacionado con el gen de la calcitonina.
CID: Coagulacion intravascular diseminada.

COX: Ciclooxigenasa.

CSF: Factor estimulador de colonias (Monocito, Granulocito).
cNOS: Sintasa constitutiva del éxido nitrico.

EGF: Factor de crecimiento epidérmico.

ELAM: Molécula de adhesion del leucocito al endotelio.
FAP: Factor activador plaquetario.

FLA:: Fosfolipasa A;.

FMO: Fallo multiorganico.

GMPc: Guanosina mono fosfato ciclico.

GRP: Péptido liberador de gastrina.

HETE: Hidroxiacido.

HPETE: Hidroperoxido.

HSP: Proteinas de shock térmico.

H20,. Perdxido de hidrégeno.

ICAM: Molécula de adhesion intercelular.

IFN: Interferon.

IL: Interleuquina.

I/IR: Isquemia-reperfusion.

iNOS : Sintasa inducible del 6xido nitrico.

kDa : KiloDaltons.

LECAM: Molécula de adhesion del leucocito al endotelio




indice y abreviaturas

LT:
MAPK:
MCP:
MIF:
MIP:
MPO:
m-M:
MRNA:
NAD:
NADH:
NADPH:
NFkb:
NO:
NOS:
NPY:
O,-:
OH:

P:
PARS:
PACAP:
PAF:
PAP:
PECAM:
PDF:
PG:
PNM:
PP:
RLO:

RT-PCR:
RsTNFa:

SDRA:
SOD:
SRCA:
SRIS:

Leucotrieno (A, B...).

Proteinquinasa asociada a los mitdogenos.

Proteina quimiotactica de los monolitos.

Factor inhibidor de la migracién de los macréfagos.
Proteina inflamatoria de los macrdéfagos.
Mieloperoxidasa.

Monocito-Macrofago (sistema).

Acido ribonucleico mensajero.

Nicotin adenin dinucleétido.

Nicotin adenin dinucledtido reducido.

Fosfato de nicotin adenin dinucleotido reducido.
Factor nuclear kb.

Oxido nitrico.

Sintasa del 6xido nitrico.

Neuropéptido Y.

Radical superdxido.

Radical hidroxilo.

Grupo de pancreatitis con taurocolato sédico.

Poli ADP ribosa sintetasa.

Péptido activador de la adenililciclasa de la pituitaria.
Factor activador plaquetario.

Proteina asociada a la pancreatitis.

Molécula de adhesion entre endotelio y plaqueta.
Productos de degeneracion del fibrindgeno.
Prostaglandina (A, B...)

Leucocitos polimorfonucleares.

Péptido pancreatico.

Radicales libres de oxigeno.

retrotranscriptasa de la reaccion en cadena de la polimerasa.
Receptor soluble del TNFa.

Sindrome del distrés respiratorio del adulto.
Superdxido dismutasa.

Sindrome de respuesta compensadora antiinflamatoria.

Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica.




indice y abreviaturas

ST:
STP:
TGF:
Th:
TMB:
TNF:

TPI:
TPN:
TX:

VCAM:

VIP:
XDH:
XOD:

Grupo de simulacion de trasplante.

Grupo de simulacion de trasplante y pancreatitis.
factor transformador del crecimiento.

Linfocitos T “helper”.

Tetrametilbenzidina.

factor de necrosis tumoral.

Grupo de trasplante.

Grupo de trasplante y pancreatitis en el injerto.
Grupo de trasplante y pancreatitis en el nativo.
Tromboxano (A, B...).

Molécula de adhesion de las células vasculares.
Péptido intestinal vasoactivo.

Xantina deshidrogenasa.

Xantina oxidasa.

Vi



1 Introduccion

El pancreas es una glandula digestiva con funciones endocrinas y
exocrinas. La estructura del tejido pancreatico exocrino esta constituida
por acinos secretores de células piramidales que apoyan su base en una
membrana reticular y que son el componente celular mas numeroso,
formando el 80% del 6érgano adulto. Entre las células acinares existen
estrechos canaliculos de drenaje, constituidos por células epiteliales
ductales, que desembocan en otros de mayor calibre y conducen
finalmente al conducto pancreatico principal. Estas células ductales son
las responsables de la secrecion hidroelectrolitica del jugo pancreatico’.
La parte endocrina o insular del pancreas esta constituida por distintos
grupos celulares dispersos por todo el parénquima, denominados islotes
de Langerhans, cuya funcion es la produccion de hormonas
polipeptidicas, fundamentalmente la insulina (células B), el glucagon
(células A), la somatostatina (células D) y el polipéptido pancreatico
(células PP), constituyendo el 1-2% del pancreas adulto. Los tres tipos

celulares fundamentales del pancreas, células ductales, células acinares y
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células insulares presentan un origen embriolégico comun a pesar de

tener estructura y funciones claramente diferenciadas?.

1.1 Fisiologia del pancreas exocrino

El pancreas exocrino humano secreta entre 1 y 2 litros/dia de
liquido alcalino acuoso claro, que contiene multiples enzimas digestivas.
El contenido enzimatico del pancreas presenta importantes diferencias
dependiendo de la especie. Asi mismo, en un mismo individuo puede
existir una adaptacion de la secrecion enzimatica a los nutrientes
mayoritarios de la dieta, fendmeno observado por Pavlov a finales del
siglo XIX.

Las enzimas pancreaticas se clasifican en digestivas y lisosémicas
segun su funcidn y el tipo de moléculas que hidrolizan. Asi, entre las
enzimas digestivas existen enzimas glucoliticas como la amilasa,
lipoliticas como la lipasa, la carboxilesterasa o la fosfolipasa Ay,
proteoliticas como la tripsina, la quimotripsina, la elastasa, la calicreina
(endopeptidasas) o carboxipeptidasas A y B (exopeptidasas) vy
nucleoliticas como la ribonucleasa o] desoxirribonucleasa
(fosfodiesterasas). Pero la extraordinaria capacidad del pancreas para la
sintesis proteica también se manifiesta por la alta concentraciéon de
enzimas lisosémicas, entre ellas la N-acetil-B-D-glucosaminidasa, N-
acetil-p-D-galactosaminidasa, a-L-fucosidasa, arilsulfatasa, B-D-
glucuronidasa y catepsina B. La mayoria de estas enzimas lisosomicas

tienen un pH o6ptimo de caracter acido, y por tanto no serian activas en el




Introduccion

pH alcalino de la secrecion pancreatica, por lo que su papel como

enzimas digestivas en el lumen duodenal es muy poco probable.

1.1.1 Secrecion enzimatica de las células acinares

El conjunto de eventos necesarios para la sintesis y excrecion de
las enzimas pancredticas es un mecanismo muy conservado en la
evolucion, descrito por Palade, Claude y DeDuve, a quienes valio la
concesion del Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1974.

El proceso se inicia en el reticulo endoplasmatico rugoso de la
célula acinar, donde las proteinas sintetizadas en forma de precursores
sufren modificaciones covalentes que incluyen fenémenos de
glucosilacién, acilacion, ciclacion, cambios en las cadenas laterales de
aminoacidos centrales y formacién de puentes disulfuro. Posteriormente,
y mediante la formacion de vesiculas, estas proteinas llegan al aparato de
Golgi. Aqui se produce la fase de maduracion, sobre todo mediante
fendmenos de glucosilacion. El aparato de Golgi esta constituido por
zonas funcionalmente diferentes, denominadas cis-, mid- y trans-Golgi. En
ellas tiene lugar la separacion entre enzimas digestivas por un lado y las
hidrolasas lisosdmicas por otro. Asi, en el cis-Golgi se produce la
fosforilacién de proteinas que se diferenciaran a hidrolasas lisosémicas.
La separaciéon definitiva entre ambos tipos enzimaticos se produce en el
trans-Golgi, lugar donde se comienzan a formar las vacuolas
condensantes. Pero el mecanismo de separacion no es del todo completo
y pueden encontrarse granulos de zimogeno en los que coexistan ambos

tipos enzimaticos.
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El acontecimiento final de la ruta intracelular de la secrecion
proteica es la exocitosis, proceso en el cual los granulos de zimégeno se
fusionan a la membrana plasmatica apical de la célula acinar. Existen dos
rutas de secrecion desde el frans-Golgi al lumen acinar, por un lado la ya
descrita de los granulos zimégenos y por otro la denominada “secrecion
constitutiva”, que opera mediante la exocitosis de vesiculas de menor
tamano y sin depender de ningun estimulo, pudiendo ser responsable
parcial de la secrecion basal de proteinas del pancreas exocrino® (figura

1),

Granulos de zimégeno
Excrecion

Aparato de Golgi
Maduracion

Reticulo Endoplasmatico Rugoso
Sintesis Proteica

Figura 1. Sintesis y liberacion celular de enzimas digestivas y lisosomales.
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1.1.2 Regulacion de la secreciéon exocrina

La secrecidn exocrina pancreatica estd sujeta a regulacion por
parte de diversas substancias que actuan a diferentes niveles y mediante

mecanismos de origen nervioso y hormonal (tabla 1).

Tabla 1. Substancias estimulantes e inhibidoras de la secrecién pancreatica exocrina.

Estimulantes Inhibidores

Agentes colinérgicos
Agentes adrenérgicos
Secretina
Polipéptido pancreatico (PP)
Colecistoquinina (CCK)
Neuropéptido Y (NPY)
Péptido intestinal vasoactivo (VIP)
CGRP
Péptido liberador de gastrina (GRP)
Somatostatina

PACAP
Péptidos opioides
Insulina
Glucagoén
Motilina

PACAP: Péptido Activador de la Adenilil Ciclasa de la Pituitaria.
CGRP: Péptido Relacionado con el Gen de la Calcitonina.

Las dianas finales de estos mecanismos reguladores son las
células acinares, las células ductales, las neuronas de los ganglios
intrapancreaticos y las células endoteliales de los vasos sanguineos.

El pancreas es un organo ricamente inervado, con inervacion
extrinseca (nervio vago y nervios esplacnicos) e intrinseca (fibras

nerviosas y ganglios intrapancreaticos). La estimulacién vagal aumenta la

11
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secrecion pancreatica exocrina, mientras que los efectos de la actividad
simpatica (nervios esplacnicos) son inhibidores de la misma. Los efectos
sobre los plexos nerviosos intrapancreaticos son mediados por diversos
neuropéptidos (VIP, NPY, entre otros).

Entre los factores hormonales de regulacién hay que destacar el
papel estimulante de la secretina, responsable de la mayor parte de la
secrecion de fluido y bicarbonato del jugo pancreédtico; de la
colecistoquinina, estimulante mayoritario en la fase intestinal de la
secrecion enzimatica del pancreas; y el efecto inhibidor del polipéptido
pancreatico, a través de su accidén sobre las neuronas postganglionares

intrapancreaticas, frenando la liberacion de acetilcolina®.

1.1.3 Sistemas de proteccién frente a la autodigestion
pancreatica

Existen diversos mecanismos fisioldgicos por los cuales las células
acinares estan protegidas de la accidon prematura de las enzimas
digestivas pancreaticas. En primer lugar, desde su origen en el reticulo
endoplasmatico rugoso hasta el polo apical de la célula donde son
liberadas, las enzimas se encuentran contenidas por una membrana,
constituyendo los granulos de zimdégeno, lo que protege al medio celular
de su accion litica.

En segundo lugar, muchas de estas enzimas se sintetizan como
precursores inactivos. La tripsina juega un papel clave en la activacién
de estas proenzimas. Esta enzima es sintetizada asi mismo en forma de

su precursor, el tripsindbgeno, que no se cataliza normalmente a tripsina
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hasta hallarse en la luz duodenal, en presencia de la enteroquinasa. En

ese momento se activa una cascada en la que se produce la activacion de

otras enzimas (figura 2).

Tripsindgeno

Antitripsina

A 4

Tripsina

Colipasa

Proelastasa

Colipasa activa

Profosfolipasa

/ Enteropeptidasa duodenal

Carboxipeptidasa

Quimotripsindgeno

y

Quimotripsina

Lipasa Elastasa

Fosfolipasa activa

Carboxipeptidasa
activa

A 4

Hi

drélisis molecular

Figura 2. Interrelacién de las enzimas de secrecion pancreatica.

En tercer lugar cabe mencionar la existencia mecanismos de

inhibicion enzimatica como la «4-antitripsina, cuya presencia en el jugo

pancreatico contrarresta la accién prematura de las enzimas. Asi mismo,

estudios experimentales han constatado la presencia de inhibidores
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enzimaticos de las proteasas a nivel de plasma y la existencia de
mecanismos de “bio-feedback” de las propias proteasas sobre la

secrecion pancreatica, mediados por la colecistoquinina®.

1.2 Pancreatitis aguda

La diferenciacidon histolégica y funcional de la glandula pancreatica
permite la clasificacion de su patologia segun afecte a la parte endocrina
0 exocrina, aunque ambas partes pueden verse afectadas de forma
conjunta en multiples procesos. La disfuncidn endocrina mas importante
por su frecuencia e implicaciones es la afectacion de las células B, dando
lugar a la diabetes mellitus. Por otra parte, la patologia del pancreas
exocrino es fundamentalmente de tipo inflamatorio y tumoral.

La pancreatitis aguda es un proceso inflamatorio subito de la
glandula pancreatica cuyo sintoma principal es el dolor abdominal, y cuyo
diagndstico se fundamenta en la deteccion de enzimas pancreaticos
elevados en sangre y orina. En 1889, Reginald Fitz realizé la primera
descripcion de la enfermedad y a pesar de ello, mas de un siglo después,
aun no se conocen con precision los mecanismos patogénicos y

fisiopatoldgicos que la producen °.

1.21 Epidemiologia

La importancia de la pancreatitis aguda viene determinada por su
frecuencia, una incidencia creciente en los ultimos 25 afos quizas en
parte mediada por los avances en técnicas diagnédsticas, y una importante

tasa de complicaciones y mortalidad que no ha variado en la ultima
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década’. La incidencia de la pancreatitis aguda varia segun los criterios
diagnésticos empleados y las areas geograficas estudiadas®®.

En Espana la incidencia de la enfermedad es de alrededor de 383
casos por millén de habitantes y afio'®, aunque presenta variaciones
segun las series. Asi, Gatell establece, tras un estudio retrospectivo entre
los anos 1975 y 1978, una incidencia de 50 casos por millén de habitantes
y afio en la regién de Barcelona''. Frente a ello Minguez presenta una
incidencia de 451 casos por millon de habitantes y afio en un estudio
prospectivo realizado en Alicante durante 1991. Esta variabilidad también
se hace patente en estudios internacionales .

La pancreatitis aguda incide con mas frecuencia sobre una
poblacién relativamente joven, entre los 30 y 70 afnos, con una media de
55 afios. La distribucion por sexos es similar, aunque segun la época de
la vida puede ser mas frecuente en uno u otro sexo. Asi, se considera que
antes de los 50 afios es mas frecuente en varones y esta en relacion con
la etiologia alcohdlica, mientras que por encima de esa edad es mas

frecuente en mujeres y se relaciona con la litiasis biliar'>™.

1.2.2 Etiologia

Los factores etiolégicos de la pancreatitis aguda son muy variados
(tabla 2). En nuestro medio la litiasis biliar y el alcoholismo son los
agentes etiologicos mas frecuentes, sumando hasta el 80% de los casos.

La asociacidén entre litiasis biliar y pancreatitis aguda ha sido
ampliamente estudiada. Entre el 35 y 50% de las pancreatitis aguda
tienen su etiologia en la litiasis biliar, aunque solo un pequefio porcentaje

de los pacientes con litiasis desarrollaran la enfermedad’®. En el afio 1901
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Tabla 2. Causas de pancreatitis aguda y su mecanismo de accion

Factor etiologico Mecanismo

Litiasis biliar Reflujo biliar o duodenal
Dieta, malnutricion
Toxicidad directa
Hipersecrecion

Medicamentos Toxicidad directa
Azatioprina, metronidazol
Tetraciclinas, sulfonamidas
Tiazidas, furosemida
Sulindac, salicilatos
Sulfasalacina, 5-ASA
Estrégenos, acido valproico
Calcio, tamoxifeno

Procedimientos médicos CPRE
Biopsia pancreatica

Causa metabodlica

Hiperlipidemia
Hiperparatiroidismo Hipercalcemia
Embarazo

Infecciones Toxicidad directa

Virus: Herpes, CMV,
Parotiditis, Coxackie.
Bacterias: Micoplasma, Legionella,
Leptospira, Salmonella
Hongos: Aspergillus

Parasitos: Ascaris*, Toxoplasma, *Obstruccion ductal
Cryptosporidium
Alteraciones anatémicas Obstruccion ductal

Pancreas divisum, pancreas anular
Diverticulos duodenales
Quistes de colédoco

Traumatismos o cirugia abdominal

Enfermedad vascular Hipoxia tisular
Isquemia/hipoperfusion (lesién endotelial)
Vasculitis, trombopenias
Hemolisis

Enfermedades hereditarias
Fibrosis quistica, déficit de a1-antitripsina

Toxicos
Estricninina Efecto anticolinérgico
Veneno de escorpion

Idiopatica
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Opie describid como el paso de las litiasis a través del conducto biliar
podria provocar su impactacion temporal en la papila, causando el reflujo
biliar dentro del conducto pancreatico y produciendo la activacion
inadecuadamente temprana de las proenzimas pancreaticas'®'®. La
relacion causa-efecto esta apoyada por el hecho de que Ila
colecistectomia y eliminacion de las coledocolitiasis previene la

recurrencia de episodios.

El alcohol es la segunda causa de pancreatitis aguda en nuestro
medio, si bien su prevalencia como agente causal es de primer orden en
muchos paises'®. El mecanismo de su toxicidad no estd totalmente
aclarado, pero recientemente se ha descrito que a nivel del acino
pancreatico altera el equilibrio entre las enzimas proteoliticas y las
proteasas inhibidoras, provocando una activaciéon prematura de las
primeras, proceso en el que estaria involucrada la colecistoquinina, que
veria potenciado su efecto por el alcohol. Asi mismo, a partir del alcohol
se generan metabolitos toxicos como el acetaldehido, que detonarian el
estrés oxidativo causando pancreatitis®®. El alcohol produce un aumento
de la secreciéon acida gastrica, que al llegar al duodeno estimularia la
secretina, que a su vez aumentaria la secrecién pancreatica. Por otra
parte, el alcohol incrementa la contraccion del esfinter de Oddi, que
provocaria la obstruccidn de la secrecion pancreatica sobre-estimulada,
creando una hiperpresion ductal responsable de la pancreatitis.

Entre otras causas de pancreatitis aguda cabe destacar diversos
medicamentos como la azatioprina®', la furosemida, o las tetraciclinas®,

existiendo mas de 90 farmacos relacionados con esta enfermedad. Sus
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mecanismos de accion son variados, como la hipersensibilidad en el caso
de la azatioprina, o por acumulacion de metabolitos toxicos con el acido
valproico, no siendo siempre conocidos. Los traumatismos sobre la
glandula®, incluyendo la cirugia mayor abdominal, causan pancreatitis por
la compresidn del pancreas sobre la columna vertebral, que ocasionaria la
ruptura del sistema ductal®*. Las alteraciones anatémicas del duodeno y
de las vias biliar y pancreatica, como retracciones duodenales por ulcus
péptico, diverticulos duodenales o el pancreas divisum son causa de la
enfermedad, aunque recientemente algunos autores ponen en duda su
relacion directa con la pancreatitis aguda25. También causan pancreatitis
las alteraciones del metabolismo lipidico o calcico como Ia
hipertrigliceridemia26 o la hipercalcemia. También se ha observado
asociacion a otras enfermedades como vasculitis, hipertension,
arterioesclerosis, trasplante renal y a diversos agentes infecciosos (Virus
Coxackie, ECHO, CMV, VIH, ascaris, Candida albicans). La practica de
exploraciones invasivas sobre el pancreas, como la colangio-
pancreatografia retrégrada endoscépica se ha asociado a un 1-3'5% de
pancreatitis aguda posterior?’. En alrededor de un 10% de los casos no se

encuentra agente causal, siendo entonces consideradas idiopaticas.

1.2.3 Formas anatomo-clinicas y clasificaciéon actual

La presentacion morfologica y clinica de la pancreatitis aguda es
muy diversa, asi como la evolucion de la enfermedad es de dificil
prediccion. Estos hechos han dificultado enormemente el estudio de la
enfermedad. El patron de hallazgos histopatolégicos es muy variable

entre pacientes e irregular dentro de la misma glandula. Con mayor

18



Introduccion

frecuencia, la pancreatitis aguda se manifiesta en una forma leve y
autolimitada, caracterizada macroscopicamente por edema pancreatico y
peripancreatico, y microscopicamente por edema intersticial y escaso
infiltrado inflamatorio. Sin embargo, en el 15-20% de los casos, el proceso
es mas severo, apareciendo focos mas o menos extensos de necrosis
con hemorragia pancreatica y/o peripancreatica, asi como
manifestaciones sistémicas potencialmente mortales®® %°.

Esta variabilidad de presentacion clinica ha motivado que durante
muchos afios existan disparidad de conceptos, definiciones vy
clasificaciones. Con el objetivo de eliminar esta confusién se han
celebrado multiples reuniones internacionales de expertos tanto en
investigacion  bioldgica basica como médicos gastroenterdlogos,
anatomopatdlogos, radidlogos y cirujanos. Entre ellas cabe citar las
celebradas en Marsella en 1963 y en 1984 y la de Roma en 1985, Sin
embargo, no es hasta 1992, en el Simposium Internacional sobre
Pancreatitis Aguda de Atlanta, cuando se proponen las definiciones
vigentes en la actualidad y un sistema de clasificacion basado en la
clinica y aplicable tanto por médicos clinicos como por los
investigadores®'.

Entre las conclusiones de esta reunion destacan los siguientes
conceptos clinicos:

e Pancreatitis aguda: proceso inflamatorio agudo del pancreas, con
afectacion variable de otros tejidos regionales u 6rganos a distancia.
Clinicamente se manifiesta por la aparicion subita de dolor abdominal,

acompanado con frecuencia de vomitos, fiebre, taquicardia,
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leucocitosis y elevacion de los enzimas pancreaticos en sangre y/o
orina.

Pancreatitis aguda leve: inflamacion glandular asociada a una
minima disfuncion organica, con recuperacion completa y ausencia de
complicaciones sistémicas o locales. Clinicamente se caracteriza por
su buena respuesta a la administracion de liquidos y rapida remisién
de la sintomatologia y parametros bioquimicos. Histolégicamente se
caracteriza por edema intersticial pudiéndose hallar areas
microscopicas de necrosis glandular. Supone alrededor del 75% de los
casos en la practica clinica.

Pancreatitis aguda grave: forma de pancreatitis aguda en el curso de
la cual aparecen signos y sintomas de fallo organico y/o
complicaciones locales o sistémicas. Su mortalidad puede alcanzar el
50%. Clinicamente cursa como abdomen agudo, con defensa y
distensiéon  abdominal, descompresion abdominal positiva vy
disminucién o ausencia de peristaltismo. La gravedad de esta variedad
de pancreatitis aguda ha conducido a numerosos autores a definir
escalas de parametros bioquimicos o clinicos para su diagndstico.
Destacar entre ellas las escalas de Ranson®, Blamey® o Imrie®.
Otros grupos prefieren la utilizacion de escalas de severidad generales
como el APACHE 11°** o el MOSF (Multi-Organ-System-Failure),
sistema de puntuacion del fallo multiorganico® .Se considera grave a
un paciente si presenta mas de tres criterios en las escalas de Ranson
o Imrie, o una puntuacién superior a 8 en el APACHE Il. Algunos

autores prefieren emplear parametros unicos como la Proteina C
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reactiva o la elastasa de los polimorfonucleares®. Se define fallo
organico como la presencia de uno o mas de los siguientes: shock
(tensidn arterial sistolica < 90 mmHg), insuficiencia respiratoria
(Presion arterial de oxigeno < 60 mmHg), insuficiencia renal (creatinina
sérica > 2 mg/dl tras rehidratacién) o hemorragia digestiva > 500 ml en
24 horas. Esta forma de pancreatitis aguda puede considerarse la
expresion clinica de la necrosis pancreatica, area local o difusa de
parénquima pancreatico inviable asociado caracteristicamente a
necrosis de la grasa peripancreatica. Microscopicamente se
caracteriza por una desvitalizacion del parénquima pancreatico
afectando a células acinares, islotes y conductillos, necrosis grasa
intersticial y lesiones vasculares. La tomografia computerizada
helicoidal con contraste endovenoso es la exploracion complementaria
mas precisa para la evaluacion y diagndstico de la necrosis
pancreatica, con una sensibilidad superior al 90% para la deteccién de
zonas bien delimitadas de parénquima pancreatico, no intensificadas
tras la administracién de contraste y de un tamafo superior a 3 cm,
que corresponderian a la necrosis®*“°.

En Atlanta también se logré el consenso en la definicion anatomo-

clinica de las complicaciones locales y sistémicas de la pancreatitis

aguda. Ademas de la necrosis pancreatica en si, entre las complicaciones

locales destacan:
e Exudados pancreaticos: colecciones liquidas pancreaticas o
peripancreaticas que aparecen precozmente en el curso de la

enfermedad. Se producen en el 30 — 50% de pacientes con
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pancreatitis grave y su caracteristica principal es que carecen de
pared de tejido inflamatorio o fibroso que las delimite. Generalmente
evolucionan a la reabsorcién espontanea, si bien pueden progresar a
pseudoquistes 0 abscesos pancreaticos.

Pseudoquiste: coleccidon de liquido rica en enzimas pancreaticos y
usualmente estéril, delimitada por una pared de tejido fibroso o de
granulacidon. Son formaciones ovoideas ocasionalmente palpables que
se diagnostican mediante ecografia o tomografia computerizada. Su
aparicion es tardia, a partir de la cuarta semana de la enfermedad.
Absceso pancreatico: coleccién de pus intraabdominal proxima al
pancreas “en ausencia de necrosis pancreatica”. Aparece
habitualmente después de la cuarta semana de evolucién y tiene su
origen en un area mas o menos limitada de necrosis, con subsiguiente
licuefaccion y posterior infeccion del detritus tisular. Se manifiesta
como una infeccidn y su diagndstico se basa en exploraciones
radiolégicas, donde aparecen como colecciones de liquido espeso, y
cultivos positivos. La diferenciacion entre absceso pancreatico y
necrosis infectada es importante por dos motivos, por un lado la
mortalidad de la necrosis infectada es muy superior a la del absceso y
por otro la actitud terapéutica en ambas situaciones es diferente. La
necrosis infectada es una complicacion grave de la pancreatitis,
indistinguible de la necrosis estéril excepto por la presencia de cultivo
por puncién positivo. Su tratamiento es quirurgico.

Las complicaciones sistémicas mas frecuentes son pulmonares

(atelectasia, neumonia, derrame pleural, hipoxia, sindrome del distrés
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respiratorio del adulto (SDRA)), renales (oliguria, aumento de la urea),
cardiocirculatorias (retenciéon de liquidos, taquicardia, hipotension,
arritmias cardiacas, shock), hematoldégicas (coagulaciéon intravascular
diseminada = plaquetas < 100.000 /mm® + fibrinégeno < 1 gr/L +
productos de degeneracién del fibrinbgeno > 80 ug/mL) o metabdlicas
(hipocalcemia < 7’5 mg/dI, hiperglicemia, acidosis, hipertrigliceridemia).
La evolucion de la pancreatitis aguda y sus complicaciones se

resume en la figura 3.

Litiasis
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Farmacos
Otras causas
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INFLAMACION
PANCREATICA
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INFECTADA

SHOCK
INSUFICIENCIA RESPIRATORIA
INSUFICIENCIA RENAL
CID
ALT. METABOLICAS

A 4

PSEUDOQUISTE ABSCESO

Figura 3. Evolucion de las complicaciones de la pancreatitis aguda.
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Por ultimo, mencionar que en Atlanta se recomendd abandonar
algunos términos ambiguos, tales como pancreatitis hemorragica, flemon

pancreatico o pancreatitis aguda persistente.

1.2.4 Fisiopatologia

La patogenia de la pancreatitis aguda es un proceso complejo y
multifactorial, no del todo conocido en la actualidad.

Las células acinares del pancreas exocrino sintetizan, almacenan
y secretan multitud de enzimas. La idea de que activacién prematura de
los enzimas proteoliticos y lipoliticos da lugar a la “autodigestion
glandular”, sugerida por Chiari en 1896, se ha considerado clasicamente
esencial para la aparicion y desarrollo de la pancreatitis aguda. Ello se
sustenta en diferentes eviencias indirectas, por ejemplo: la identificacién
de concentraciones anormalmente altas de las formas activas de estas
enzimas en el suero, jugo pancreatico, liquido ascitico y parénquima
pancreatico de los pacientes con pancreatitis aguda; o la observacién
experimental de que las lesiones aparecidas en la pancreatitis aguda se
pueden explicar por los efectos de las diferentes enzimas, tanto a nivel
local*’ como sistémico*’. De todas formas, aun no se dispone de
evidencias directas que senalen a las enzimas pancreaticas como
causantes de la lesion y que excluyan la posibilidad de que su activacion
prematura tenga lugar como consecuencia del dafio celular.

Existen tres teorias clasicas, basadas en la etiologia litiasica, que
intentan explicar el mecanismo por el cual se provoca la pancreatitis
aguda. La teoria del canal comun'® segun la cual la obstruccion del

conducto comun bilio-pancreatico produciria el reflujo de bilis al conducto
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pancreatico y la presencia en él de substancias activadoras de las
proenzimas pancreaticas. La teoria del reflujo duodenal sugiere la
incompetencia del esfinter de Oddi, lo que permite el paso de liquido
duodenal rico en enzimas pancreaticas activadas hacia el pancreas®. La
teoria de la obstruccion ductal implica que la secrecion de jugo
pancreatico sin posibilidad de salida al intestino provocaria una
hiperpresion ductal que conduciria a la pancreatitis**. Sin embargo,
ninguna de estas tres teorias puede considerarse general para la
pancreatitis aguda, existiendo otros mecanismos implicados en otras
etiologias (tabla 2).

La localizacion de las lesiones en el transcurso de la pancreatitis
aguda parece situarse inicialmente a nivel de las células acinares® y
posteriormente a nivel perilobular y periductal. Para que tenga lugar la
activacion de las enzimas pancreaticas en la propia célula es necesario
que se pierda la homeostasis del proceso de secrecion de granulos de
zimoégeno, asi como la co-localizacién de los zimégenos con la tripsina
activada. Diferentes estudios experimentales han puesto de manifiesto
que la sintesis proteica y las fases iniciales del transporte intracelular de
zimégenos no estan alteradas durante la pancreatitis, sin embargo, la
compartimentacion, diferenciacion y separacion de los granulos si lo
esta*®* . En condiciones normales, las enzimas digestivas y las hidrolasas
lisosébmicas son separadas a nivel del complejo de Golgi. En él, las
hidrolasas son glicosiladas y fosforiladas en la posicion 6 de los residuos
de manosa, quedando almacenadas finalmente en los lisosdmas,

mientras que los zimoégenos digestivos no son fosforilados y pasan a
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través del Golgi siendo condensados en vacuolas que en su camino a la
superficie celular se convertiran en granulos de zimégeno*®. Durante la
pancreatitis ambos tipos de enzimas se condensan en fragiles vacuolas

intracelulares**® (

figura 4).

Granulos de
zimoégeno

Enzimas
lisosomales

4 Lisosomas
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Condiciones normales digestivas

Vacuolas .. .
Secrecion de enzimas
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Figura 4. Sintesis y liberacion enzimatica en condiciones normales y durante la
pancreatitis aguda.

En este contexto, la conversion intracelular del tripsindgeno a
tripsina se puede producir, bien por la accién de hidrolasas como la
catepsina B*® o por la activacién del tripsinégeno dependiente de pH®'. La

tripsina activa al resto de zimogenos y se produce la ruptura intracelular
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de las vacuolas liberandose los enzimas en forma activa, dando lugar a la
lesidn celular que desencadena la pancreatitis aguda.

Una hipotesis alternativa sugiere que el evento inicial de la
pancreatitis es la activacion de protesas a nivel intersticial, y no
intracelular, mecanismo mediado en parte por los macréfagos®®. Existen
evidencias experimentales de que la inhibicion de las enzimas
pancreaticas liberadas a la luz intestinal en animales sujetos a shock
disminuye su mortalidad®. Se ha sugerido también que la liberacién de
tripsina al torrente circulatorio desencadenaria la activaciéon de otras
enzimas y células inflamatorias que producirian mediadores que actuando
sobre diferentes 6rganos darian lugar a las manifestaciones sistémicas de
la pancreatitis®®. Asi, la activacion de la fosfolipasa A2 por la tripsina se ha
relacionado con la lesion pulmonar®, la liberacion de la lipasa provoca la
necrosis grasa peripancreatica o la activacion de la calicreina por la
tripsina produce liberacion de bradicinina causando inestabilidad
hemodinamica®®.

Sin embargo, la hipdtesis de que las enzimas pancreaticas, y
fundamentalmente la tripsina, son las responsables de las lesiones de la
pancreatitis aguda tanto a nivel local como sistémico, ha sido
ampliamente cuestionada®’. Un hecho fundamental que impide validar
esta hipodtesis es el fracaso de los tratamientos basados en la inhibicién
de las proteasas, como el Gabexato®®. Asi mismo, existen evidencias
experimentales en contra de esta hipétesis. Por ejemplo la inducciéon de
pancreatitis en animales deficientes del gen de la catepsina B, que

muestran una reduccién del 80% en la actividad tripsina del pancreas y
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del 50% en las concentraciones plasmaticas de amilasa y lipasa, no
impide el proceso de apoptosis de las células pancreaticas, ni modifica la
infiltracion tisular por células inflamatorias, ni disminuye la intensidad de
los efectos sistémicos de la pancreatitis®®.

En la actualidad existen evidencias de que la pancreatitis aguda no
es unicamente un proceso autodigestivo, sino que muchos de sus efectos
se producen tras la liberacion de diferentes mediadores inflamatorios por
parte de células activadas del sistema inmunoldégico como respuesta a la
lesion tisular provocada en el pancreas. De hecho, el fallo multiorganico
caracteristico de la pancreatitis aguda grave no se diferencia del que
aparece en otras circunstancias, como la sepsis, los grandes quemados o
politraumaticos graves, donde no se produce liberacion de enzimas
digestivas por el pancreas. Este enfoque fisiopatolégico situa al linfocito
activado como el elemento clave que convierte las lesiones locales
iniciadas en el pancreas en un proceso sistémico (figura 5).

Ademas ha permitido poner de manifiesto el papel de multitud de
substancias mediadoras y efectoras como los metabolitos del acido
araquidonico®, el o6xido nitrico®’, los radicales libres de oxigeno® y
especialmente las citoquinas® y las moléculas de adhesion®. Todas
estas substancias intervienen en el desarrollo de las complicaciones de la
pancreatitis aguda, si bien su importancia como iniciadoras del proceso no
esta claramente determinada.

Finalmente, destacar el protagonismo que ha adquirido en la ultima
decada la célula endotelial. Estas células constituyen la primera barrera

entre la sangre y el espacio extravascular, manteniendo la integridad
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funcional y estructural de la circulacién y contribuyendo al equilibrio local

inflamatorio-antiinflamatorio®®

Litiasis, alcohol,
otras causas

Eventos
intracelulares de
lesion pancreatica

pollmorfonucleares

TNF
Interleuquinas
A 4
Radicales libres de O,
Proteasas
Fosfolipasa A

A/‘ Activacion Ieucomtarla l\‘
Neutréfilos

.

Leucotrienos
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Sintesis de proteinas
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cascada
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Destruccion tisular
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A

Efectos cardiovasculares
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Figura 5. Mecanismos fisiopatolégicos en la pancreatitis aguda grave.

El endotelio aparece como o6rgano diana de los mediadores

proinflamatorios a nivel sistémico

66,67

y también como co-responsable de

la aparicion de efectos locales como el edema o necrosis pancreatica por

alteraciones de la microcirculacién, sea en forma de vasoconstriccion,

aumento de la permeabilidad, coagulacion intravascular o lesion directa

de la pared vascular.
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1.3 Efectos sistémicos de la pancreatitis aguda

La pancreatitis aguda es una enfermedad potencialmente grave,
con una mortalidad que oscila entre el 5 y el 15%, mantenida a pesar de
las mejoras en el tratamiento y cuidados intensivos que se han apreciado
en los Ultimos afos®®. La mortalidad viene determinada por las
complicaciones locales y sistémicas, y se concentra en los casos graves
de la enfermedad. El tratamiento de estos casos graves se fundamenta en
el sustento de las funciones organicas y en la correccidon de los
desequilibrios hidroelectroliticos y acido-base. La mayoria de pacientes
que fallecen en el curso de una pancreatitis lo hacen en la primera
semana, a consecuencia de efectos sistémicos, sobre todo a nivel
cardiovascular, respiratorio o renal. El resto de muertes se producen mas
adelante y su causa fundamental es la sepsis con infeccion del tejido
pancreatico necrotico. Los gérmenes alcanzan las zonas desvitalizadas
peripancreaticas via hematdégena, linfatica o mediante migraciéon
transmural a través de la pared intestinal. Este fendmeno, conocido como
translocacion bacteriana, se ve favorecido por la depresion del sistema
inmunitario, el descenso de la motilidad intestinal y la consiguiente
alteracion de la flora intestinal que ocurren en la pancreatitis aguda®®.

Las complicaciones de la pancreatitis aguda pueden presentarse

aisladas o combinar la afectacién de varios 6rganos.

30



Introduccion

1.3.1 Complicaciones y efectos 6rgano-especificos de la

pancreatitis aguda

1.3.1.1  Shock y efectos cardio-vasculares

El shock se consideraba clasicamente como una de las
complicaciones mas graves y frecuentes de la pancreatitis aguda. Dos
factores contribuyen de forma importante a las alteraciones
hemodinamicas en estos pacientes, la hipovolemia y la depresidn
miocardica (figura 6). Ambos dan lugar a un patron caracterizado por el
aumento del indice cardiaco, la disminucion de las resistencias
periféricas, la redistribucion del flujo con hipoperfusién esplacnica y
aumento de las resistencias vasculares pulmonares’®, similar a lo que
ocurre en las fases tempranas del shock séptico.

El secuestro masivo de liquido intra y retroperitoneal, en el
denominado “tercer espacio” puede provocar la pérdida de hasta el 40%
del volumen plasmatico. A esta pérdida de liquido exudado por el
pancreas hay que afadir las pérdidas producidas por el aumento de
permeabilidad capilar en toda la economia, las pérdidas producidas por
vomitos y el ileo paralitico.

Existe la creencia de que las alteraciones de la funcién miocardica,
tales como el indice cardiaco aumentado, el indice de trabajo del
ventriculo izquierdo disminuido o el aumento de la resistencia vascular
pulmonar, no se acompafian de anomalias estructurales del corazén’".
Durante la pancreatitis aguda esta demostrada la activacion del sistema

de la kinina, que lleva a un aumento de las prostaglandinas y otras
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substancias vasoactivas circulantes con potentes efectos
cardiovasculares. Por otro lado, la existencia y liberaciéon pancreatica de
factores depresores del miocardio es discutida’. Sin embargo, estudios
experimentales realizados recientemente sefalan alteraciones ultra-
estructurales en la célula miocardica de animales sometidos a pancreatitis
aguda, entre ellas un edema de las células miocardicas, aumento de la
longitud de los discos intercalares, aflojamiento de las bandas contractiles

y disrupcién mitocondrial”®.

Aumento de
permeabilidad capilar

Exudado pancreatico

lleo paralitico

HIPOVOLEMIA

DEPRESION
MIOCARDICA

N~

HIPOTENSION

REDUCCION DE
PERFUSION
TISULAR

Figura 6. Factores que contribuyen al shock durante la pancreatitis aguda.

1.3.1.2 Efectos sobre el pulmén

La importancia de las complicaciones respiratorias en la

pancreatitis aguda esta determinada por su frecuencia y gravedad. El
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pulmén es el 6rgano extra-pancreatico mas frecuentemente afectado, con
una incidencia que oscila entre el 15 y el 70%'*">. Ademas, el 60% de la
mortalidad de la pancreatitis aguda durante la primera semana esta
asociada a la insuficiencia respiratoria.

La severidad de la afectaciéon pulmonar varia desde una leve
hipoxemia sin alteracion clinica o radioldgica hasta el sindrome del distrés
respiratorio del adulto (SDRA). Entre sus causas destacan factores
mecanicos como la elevacién diafragmatica, atelectasias o derrame
pleural; alteraciones del intercambio gaseoso y de la perfusion pulmonar,
con una permeabilidad capilar aumentada, edema pulmonar y shunt
derecha-izquierda intrapulmonar; o alteraciones del surfactante.

Por su importancia en el presente estudio, las complicaciones
pulmonares y su fisiopatologia son tratadas mas adelante con especial

detenimiento.

1.3.1.3 Efectos sobre el rifidn

La insuficiencia renal es una complicacion grave de la pancreatitis
aguda cuya aparicion representa una mortalidad cercana al 75% pese a la
realizacién de medidas de soporte y hemodialisis’®. Su incidencia oscila

entre el 44 y el 14% segun las series retrospectivas analizadas’®’’

y
generalmente se presenta asociada a otras comorbilidades en el contexto
del fallo multiorganico.

La hipovolemia y el shock son factores etiolégicos de primer orden
en el fallo renal asociado a la pancreatitis aguda, aunque existen otras

anormalidades renales intrinsecas, como la disminucion del filtrado

glomerular y el aumento de la excrecidn urinaria de sodio, que han sido
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descritas incluso en pacientes con volemias normales’®. La necrosis
tubular aguda es la forma de presentacion mas comun. En fases tardias
de la pancreatitis la aparicion de la disfuncion renal se relaciona con
complicaciones sépticas.

El mejor tratamiento de esta complicacion es la prevencion
mediante la reposicion agresiva de liquidos y la monitorizacion
hemodinamica y de la diuresis. La utilizacion de diuréticos, la dopamina
por su efecto vasodilatador renal y la hemodialisis o hemofiltracion son
otras medidas terapéuticas a considerar en la insuficiencia renal

establecida.

1.3.1.4 Efectos sobre el intestino

El hecho de que los microorganismos Gram negativos entéricos
sean los responsables de la mayoria de infecciones de necrosis
pancreaticas induce a pensar que el intestino es la principal fuente de
infeccibn y que la pérdida de la barrera intestinal y consiguiente
translocacion bacteriana tienen una relacion directa con este proceso’®.
Estudios experimentales han demostrado la existencia de una severa
perturbacion del metabolismo energético a nivel intestinal tan solo una
hora después de la induccidn de una pancreatitis aguda®®®'. Este
fendmeno podria estar relacionado con alteraciones de la perfusién en la
mucosa intestinal que condicionarian una hipomotilidad intestinal, un
cambio en la flora indigena y una permeabilidad anormalmente alta del
intestino al paso de gérmenes y macromoléculas como la endotoxina.
Este ultimo punto, ademas, implicaria directamente al intestino en la

génesis del fallo multiorganico asociado a pancreatitis®.
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1.3.1.5 Efectos sobre el higado

Los sintomas de lesion hepatica en la pancreatitis aguda son
relativamente infrecuentes, pero la insuficiencia hepatica puede
acompanar a la necrosis pancreatica en hasta el 25% de los casos. La
agresion sobre el higado se manifiesta como hipoalbuminemia,
hipofibrinogenemia, aumento de las actividades aminotransferasa vy
lactato deshidrogenasa, e hiperbilirrubinemia no conjugada. La lesion
hepatica es un indicador clinico de severidad de la pancreatitis®.

A pesar de que diversos estudios experimentales han demostrado
la asociacion entre pancreatitis aguda y alteracion de la biologia hepatica,
el analisis histolégico hepatico en animales de experimentacion sometidos
a pancreatitis aguda no revela cambios excepto una discreta perihepatitis
probablemente consecuencia del proceso inflamatorio vecinal pancreatico
y peritoneal®. Murr demostré una relacién indirecta entre la elastasa
pancreatica e incrementos de los valores enzimaticos de transaminasas
en cultivos de hepatocitos, a través de la activacion de produccion de
citoquinas por parte de las células de Kupffer hepaticas. Por otro lado, la
ascitis pancreatica puede contribuir a lesionar el hepatocito durante la
pancreatitis aguda, por la existencia en el liquido de ciertos mediadores

(proteinquinasas) que inducirian la apoptosis hepatica®.

1.3.1.6 Alteraciones metabdlicas asociadas a pancreatitis aguda

Los transtornos electroliticos y la alteracion del metabolismo de la
glucosa aparecen con frecuencia en la pancreatitis aguda. La
hipocalcemia (< 8 mg/dl) aparece entre un 30 y un 60% de los pacientes y

es un signo de mal prondstico®. Los mecanismos de esta hipocalcemia
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son controvertidos. Se ha sugerido que el calcio es secuestrado por las
areas de necrosis grasa sufriendo procesos de saponificacion. Sin
embargo, esta hipocalcemia raramente tiene una expresion clinica, debido
a que los exudados pancreaticos, con alto contenido proteico, producen
hipoalbuminemia. En la sangre, aproximadamente el 50% del calcio va
unido a la albumina, por lo que la hipoalbuminemia condiciona una
hipocalcemia relativa, puesto que no se afecta la cifra de calcio idnico. La
hiperglucagonemia y el aumento en la circulacion de acidos grasos libres
se han asociado también con la hipocalcemia’’. En estrecha relacion con
la hipocalcemia pueden producirse hipomagnesemia e hipofosfatemia. El
tratamiento de los enfermos mediante la reposicion de calcio raramente
es necesario, y en todo caso, debe evitarse la infusidbn endovenosa rapida
de calcio porque puede producir hipercalcemia y los consiguientes efectos
negativos sobre el pancreas, incluyendo necrosis acinar y ductal®’.

La hiperglicemia es otro signo de mal prondstico en la pancreatitis
aguda. Su aparicion se relaciona con la destruccion de islotes
pancreaticos, la elevacién importante de los niveles de glucagén
circulante, con disminucién de los niveles de insulina y liberacién de
catecolaminas. La diabetes mellitus puede desarrollarse entre un 2 y un
10% de los pacientes. También pueden presentarse niveles elevados de
hormona del crecimiento y cortisol.

La hiperlipidemia se presenta en un 20% de los pacientes y puede
ser causa o efecto de la pancreatitis aguda. Puede presentarse
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia. Su significado clinico viene

representado por su alta incidencia en pacientes con SDRA, la
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normalizacion artefactada de la amilasemia y la posible aglutinacién de

particulas lipidicas séricas y embolia grasa secundaria’".

1.3.1.7 Otros efectos de la pancreatitis aguda

Durante la pancreatitis aguda grave pueden ocurrir alteraciones de
la coagulacion, desde niveles subclinicos con aumento de los niveles de
productos de degradacién del fibrinogeno (PDF), hipofibrinogenemia,
reduccion del recuento plaquetar y caida del tiempo de protrombina, hasta
fendmenos de coagulacion intravascular diseminada (CID). El mecanismo
de estas alteraciones no esta claro, habiéndose sugerido como factores
responsables la tripsina, el equilibrio proteasa-antiproteasa o la alteracion
del sistema reticulo-endotelial. La CID se ha relacionado con descenso en
los niveles de antitrombina Ill, el principal inhibidor de la trombina, pero
también inhibidor de los factores de la coagulacion IX, X, XI y XIl, del
plasmindgeno, del factor tisular, de la calicreina y de la tripsina®.

La encefalopatia pancreatica, caracterizada por desorientacion,
confusion agitacion y alucinaciones fue descrita por Rothermich y von
Hamm®. Inicialmente se ralacioné con el consumo de alcohol, si bien se
han comprobado niveles elevados de enzimas pancreaticos como la
fosfolipasa A en el liquido cefalorraquideo de estos pacientes. También
podria estar relacionada con la hipoxemia o alteraciones del calcio y del
magnesio. Las lesiones cerebrales semejan las placas de la esclerosis
multiple al estudiarlas mediante resonancia magnética®.

La retinopatia angiopatica asociada a la pancreatitis aguda,
conocida como retinopatia de Purtscher, fue descrita en 1975 y se

caracteriza por una pérdida brusca de visidn, observandose en el estudio
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del fondo de ojo unas manchas blanquecinas de aspecto algodonoso y
hemorragias laminares entre la macula y el disco Optico que representan
edema de retina e infarto del nervio éptico®"*2.

Los efectos sistémicos de la pancreatitis aguda también afectan al
tejido graso celular subcutaneo y a las articulaciones. La necrosis grasa
provocada por la lipasa forma nédulos subcutaneos blandos y rojizos a
nivel de nalgas, brazos y térax, descritos por Chiari en 1883 y cuya
biopsia presenta células basoéfilas®. En la medula 6sea pueden aparecer
lesiones osteoliticas por la necrosis grasa intramedular. La pancreatitis se
ha asociado a artritis y sinovitis que afectan articulaciones metatarsales,
interfalangicas, rodillas, tobillos y mufecas. En estos pacientes se ha
descrito eosinofilia, niveles disminuidos de complemento y niveles

elevados de prostaglandina E (PGE) en liquido sinovial®*.

1.3.1.8 Fallo multiorganico

El fallo multiorganico (FMO) es un estado hipercatabdlico que
constituye la primera causa de estancia prolongada y de mortalidad en las
unidades de cuidados intensivos. Se define como la presencia simultanea
de insuficiencia en al menos 3 o6rganos de la economia y representa las
alteraciones fisiologicas consecuencia de la respuesta inflamatoria a
diferentes estimulos. Su aparicion en la pancreatitis aguda se cifra entre
un 5y 27% de los pacientes, hallandose intimamente ligado a la necrosis
pancreatica”. Es la complicacion mas grave en el curso de una
pancreatitis y su mortalidad alcanza el 86% en algunas series. La
existencia de cuatro o mas organos afectados se asocia a una mortalidad

del 100%%
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Clinicamente, en un primer momento aparecen aumento de la
frecuencia cardiaca y respiratoria, aumento de la temperatura corporal y
del recuento leucocitario, con alteraciones del estado mental. Mas
adelante se observa hipoxia, hipocapnia y hallazgos radiolégicos
compatibles con el SDRA. Tras esta fase se establece una reaccion en
cascada, representada por un empeoramiento de la encefalopatia,
acompafnada de fallo respiratorio progresivo y fallo renal con necrosis
tubular aguda. Ademas pueden desarrollarse una hemorragia digestiva
alta, bacteriemias polimicrobianas, malnutricion y finalmente
coagulopatias, alteraciones dérmicas y fallo hepatico, camino final comun
del FMO.

En la pancreatitis aguda se han identificado dos patrones de FMO.
Por un lado, en una fase inicial de la enfermedad el pancreas es capaz de
liberar multiples y potentes péptidos vasoactivos, enzimas y hormonas
que desencadenan el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SRIS). Por otro lado, en una fase mas tardia, la infeccién y sepsis
pancreatica pueden también desencadenar este sindrome®’.

El FMO se halla al final de la secuencia de diferentes eventos
patolégicos (infeccion, politraumatismo, estrés quirdrgico, pancreatitis o
grandes quemados), como se aprecia en la figura 7. Estos insultos
iniciales desencadenan una respuesta en el organismo por parte de
mediadores celulares y humorales que provocan cambios ultra-

estructurales en diferentes 6érganos, pero sin afectar a su funcion. En esta
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QUEMADOS

FMO

Figura 7. Condiciones asociadas a la respuesta inflamatoria sistémica.

fase el dafo organico es en parte reversible con la deteccién y el
tratamiento precoz. Sin embargo, si la respuesta inflamatoria no se
detiene aparece el SRIS, consecuencia de la potenciacion de reacciones
en cadena de mediadores proinflamatorios que provocan alteraciones de
la microcirculacion, lesion de células endoteliales y aparicion de
metabolitos téxicos’®, que provocaran una mayor lesion organica con
alteracion funcional (figura 8). En la actualidad existen lineas de
investigacion terapéutica en diversos paises que intentan bloquear las
reacciones inflamatorias mediante la accion de anticuerpos monoclonales
o substancias inhibidoras®®. Sin embargo, hasta la fecha se ha observado
que con el bloqueo de un uUnico mediador no se puede controlar la

cascada inflamatoria.
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Figura 8. Secuencia de eventos en el fallo multiorganico.

La presentacion del SRIS conlleva la aparicion de un sindrome de

respuesta compensadora anti-inflamatoria (SRCA) y la homeostasis del

cuerpo depende del balance entre ambos®. En el peor de los casos la

respuesta clinica a una agresion tiene como resultado final el FMO al no
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poder ser mantenida la homeostasis corporal sin medidas de soporte
activas y se manifiesta por dos o0 mas de las siguientes condiciones:
e Temperatura > 38°C o < 36°C.
e Frecuencia cardiaca > 90 pulsaciones por minuto.
e Frecuencia respiratoria > 20 por minuto o PaCO, < 32
mmHg.
e Leucocitosis > 12.000 células/ml, < 4.000 células/ml o > 10%
de células inmaduras.

La alteracién funcional organica provocada por el SRIS produce un
estado de baja resistencia a infecciones. La aparicion de gérmenes, bien
sea por fendmenos de translocacion bacteriana o infecciones
nosocomiales, introduce el concepto de sepsis, cuadro clinico de otro
modo indistinguible del propio SRIS. En la pancreatitis aguda estas
situaciones pueden yuxtaponerse. Estudios experimentales demuestran
que la infeccion intra-abdominal puede producir una progresion al FMO de
un modo similar a la pancreatitis aguda. De hecho, en ambos procesos es
la respuesta inflamatoria del huésped la que determina el prondstico,
mediadores celulares como los monocitos o las células endoteliales
juegan un importante papel en el inicio y mantenimiento de dicha
respuesta y en ambos procesos existe similitud en los mecanismos de

lesion a distancia®.
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1.3.2 Mediadores de la inflamacioén implicados en los

efectos sistémicos de la pancreatitis aguda

1.3.21 Componente celular

1.3.2.1.1 Sistema monocito-macrofago

El sistema monocito-macréfago (m-M) estd constituido por los
monocitos en sangre periférica y los macréfagos en diferentes tejidos.
Todas las células del sistema m-M tienen su origen en la médula 6sea.
Durante el proceso de hematopoyesis las células progenitoras dan lugar a
promonocitos, que salen al torrente circulatorio donde se diferencian a
monocitos maduros. Posteriormente emigran a los tejidos donde se
convierten en macrofagos. La transformacién de monocito a macréfago
comprende varias etapas: las células aumentan de tamano entre 5 y 10
veces, sus organelas intracitoplasmaticas crecen en numero vy
complejidad, adquieren capacidad de fagocitacion, producen gran
cantidad de enzimas, factores solubles y mediadores. Los macrofagos se
encuentran en todos los érganos y tejidos, recibiendo nombres especiales
para designar localizaciones concretas: en higado se denominan células
de Kupffer, en el tejido conectivo histiocitos, en el cerebro microglia, en el
rindn células mesangiales y en el pulmon macréfagos alveolares.

Los macréfagos centran sus funciones en la defensa del
organismo, mediante la fagocitosis de particulas extrafias como
microorganismos, macromoléculas, e incluso tejidos propios lesionados o
muertos. Las substancias fagocitadas son degradadas en su interior

mediante enzimas lisosomales. Asi mismo los macrofagos son capaces
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de secretar otras enzimas, radicales libres de oxigeno, Oxido nitrico
citoquinas y mediadores lipidicos, substancias todas ellas capaces de
actuar frente a agentes extrafios. Los macrofagos también muestran en
su superficie determinados antigenos extranos, de forma que pueden ser
reconocidos por los linfocitos T especificos, actuando como células
presentadoras de antigenos para favorecer la activacion linfocitaria®.

Los macréfagos se encuentran normalmente en estado de reposo,
pero se activan con rapidez frente a estimulos diversos como la
fagocitacion de determinados antigenos, mediadores secretados por
linfocitos Ty 0 elementos de la pared bacteriana. Una vez activados inician
la produccion de mediadores proteicos, radicales libres de oxigeno y
derivados lipidicos, incrementando su capacidad fagocitica y
quimiotactica, su capacidad antibacteriana y citotoxica, desencadenando
una secrecidbn en cascada de citoquinas y mediadores de la
inflamacion’®. La activacion de los macréfagos parece estar regulada, a
su vez, por citoquinas y mediadores de la inflamacion. El factor inhibidor
de la migracién de los macréfagos (MIF), molécula descrita en 1966 como
una citoquina derivada de los linfocitos T activos que prevenia la
migracion al azar de los macréfagos, es una importante citoquina
proinflamatoria secretada por multiples tipos celulares en respuesta a
infeccion o estrés. Actualmente se conoce que el sistema m-M,
originariamente considerado objetivo del MIF, es un importante productor
de esta citoquina tras exposicién a endo y exotoxinas. Una vez liberado,
el MIF induce la expresion de mediadores por los macrofagos y células T

activas, estimulando la respuesta inflamatoria e inmune ™.
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Los macréfagos son capaces de secretar mas de 100 substancias
diferentes, con pesos moleculares que oscilan entre 32 (6xido nitrico) y
440.000 (fibronectina), y cuya actividad biolégica es muy variable, desde
la induccién del crecimiento celular a la citotoxicidad (figura 9). Un
aspecto importante es la rapidez de accion de los macréfagos, que de
forma casi inmediata tras el estimulo aumentan la sintesis de mRNA y la

secrecién de substancias alcanza un pico en pocas horas'%.

MACROFAGO
> <
+ -
Proteinas Radicales libres de oxigeno Lipidos
L TNF H (O)y H PGE, —
IL-1,2,4,6,8,10 H,0, TBXA,
MIF NO PAF
Nivel bajo de mediadores Nivel alto de mediadores
Efectos beneficiosos Efectos dafinos
Fiebre moderada Fiebre alta
Estimulacién inmunitaria Hipotension
Destruccion bacteriana CID
Shock

Figura 9. Produccion de mediadores y efectos tras la activacion de macréfagos.
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La produccion de citoquinas por los macréfagos forma parte de un
complejo entramado defensivo que protege al organismo de invasion por
agentes infecciosos o lesiones histicas y que la mayor parte de las veces
consigue restituir la integridad tisular. Sin embargo, otras veces, la
sobreproduccion o alteraciéon en la regulacion tiene efectos perjudiciales,
como sucede en estados de endotoxemia, tras la isquemia-reperfusion, el
FMO o el SDRA'®,

Hoy en dia existen evidencias de que los macréfagos intervienen
en las fases iniciales de la pancreatitis aguda y tienen un papel en el

104105 Estudios

mecanismo de produccién de lesiones a distancia
mediante determinacion de mRNA e inmunohistoquimica indican que son
los macrofagos activados a nivel del pancreas los que primero inician la
sintesis de mediadores, especialmente IL-1, IL-6 y TNFo, como respuesta
a la lesion tisular'®'%’. La presencia de grandes cantidades de estos
mediadores, o su persistencia durante largos periodos temporales,
condiciona la respuesta sistémica. La observacién de que existe una
diferencia temporal entre la produccion de citoquinas a nivel del pancreas
y otros organos es importante. Por otro lado, el hecho de que las
citoquinas se produzcan en pulmon, higado y bazo en niveles muy
superiores al suero, y que asi mismo no se produzcan en otros érganos
como rifiones, corazén o cerebro sugiere que pueden ser los macrofagos
tisulares, mas que las células circulantes, la mayor fuente de
citoquinas'®.

Las células de Kupffer en el higado constituyen la poblacién mas

extensa de macrofagos tisulares, se situan entre la circulacion portal y
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sistémica y presentan dos funciones importantes, su actividad fagocitaria
y ser las principales productoras de citoquinas como IL-1 o TNFa.'%. Ello
ha sido demostrado en estudios experimentales sobre isquemia-
reperfusion’’® e induccidn por endotoxinas'''. En la pancreatitis aguda, la
ausencia de un infiltrado polimorfonuclear a nivel hepatico, combinado
con la ausencia de cambios en las enzimas de histolisis que implicaria a
los hepatocitos, sugieren también a este tipo celular como el mas
importante productor hepatico de citoquinas''?. Las células de Kupffer son
estimuladas en una forma dosis dependiente por los mediadores que
alcanzan el higado a través de la vena porta, procedentes del
pancreas'™. Entre ellos estd la elastasa pancredtica, que induce la
produccion de TNF por las células de Kupffer mediante la activacion del
factor de transcripcion NF-kB''*. Otra evidencia a favor de la participacion
de las células de Kupffer en la respuesta sistémica a la pancreatitis es el
hecho de que al bloquear la célula mediante cloruro de gadolinio, se
provoca un descenso del gradiente de citoquinas entre la vena porta y la
hepatica y una disminucion de la respuesta sistémica en animales de
experimentacion’'®.

A nivel pulmonar las principales células del sistema m-M son los
macrofagos alveolares. Estas células constituyen la primera linea
defensiva frente a la infeccion pulmonar. Presentan pseuddpodos
lameliformes e inclusiones lisosdbmicas en su membrana, que es rica en
receptores del complemento, receptores de inmunoglobulinas y para
citoquinas. La destruccion de elementos extranos la realiza mediante su

sistema fagolisosomal y la generacion de hidrolasas, prostaglandinas,
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componentes del complemento e iones superoxido que mantienen la
superficie alveolar estéril. Cuando estos macrofagos son estimulados por
los productos metabdlicos de las bacterias liberan factores quimiotacticos
y citoquinas que inducen la migracion transendotelial de leucocitos
polimorfonucleares'™®. Los macrofagos alveolares son las células mas
numerosas del pulmoén y son constantemente eliminados y substituidos.
La capacidad de los macrofagos alveolares para movilizar grandes
cantidades de leucocitos y de segregar numerosos mediadores
inflamatorios sugieren que esta célula tiene un papel importante en la

lesién tisular pulmonar''’,

1.3.2.1.2 Neutrofilos

Los neutrdfilos o leucocitos polimorfonucleares (PMN) son los
granulocitos mas numerosos y la principal poblacién celular en la
respuesta inflamatoria aguda. Poseen un nucleo multilobulado, son
producidos por la médula 6sea y pasan a la circulacion periférica, donde
permanecen entre 7 y 10 horas antes de migrar a los tejidos. Alli su vida
media es de tres dias.

Los neutrdéfilos responden con rapidez a estimulos quimiotacticos y
citoquinas, y poseen receptores para IgG y para proteinas del
complemento. Existen dos factores que se creen fundamentales para la
activacion de los neutrofilos y en particular para la transducciéon de
sefiales agonistas quimiotacticas: una elevacion en el Ca® libre
citoplasmatico y la activacién de la proteinquinasa C''®. Tras su
activacion, estas células acuden a los focos de inflamacion y/o infeccion

para ejercer su accion defensiva. Como los macréfagos, los leucocitos
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PMN son activas células fagociticas. Asi mismo poseen granulos
primarios o azurdfilos, un tipo particular de lisosémas que contienen
peroxidasa, lisozima y enzimas hidroliticas, y secundarios que contienen
colagenasa, elastasa, lactoferrina y catepsinas. Ademas de estos
mecanismos de defensa derivados de los granulos intracelulares, los
neutrofilos poseen otros sistemas asociados con su membrana celular
que los hacen ser grandes productores de radicales libres de oxigeno'®.
Esta gran capacidad defensiva frente a microorganismos también conlleva
una mayor agresividad para los propios tejidos cuando se produce la
disfuncion de su control. Ello les ha implicado en diversos procesos
patoldgicos como el SDRA, la pancreatitis aguda y el shock séptico’'®'2°.
La participacion de los neutréfilos en la pancreatitis aguda se ha
evidenciado tanto por estudios morfolégicos como por la presencia de
productos de estas células en la glandula afecta y en el plasma de los
pacientes. El enzima proteolitico mas abundante en los neutrdfilos es la
elastasa, que posee una extraordinaria capacidad destructiva, ya que
degrada practicamente todos los componentes de la matriz extracelular,
tanto de las células invasoras como de las propias sanas del organismo.
Esta enzima, una vez liberada se une a la o-1-antitripsina,
considerandose que este complejo es un marcador especifico de la
activacion del neutréfilo y se halla mas elevado en el suero de los
pacientes con formas graves de la enfermedad’®'. La elastasa produce la
fragmentacion de varias proteinas plasmaticas clave como factores de la
coagulacion, complemento e inmunoglobulinas, y participa de forma activa

en la lesion de la célula endotelial mediada por neutréfilos®. Ademas de
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esta actividad proteolitica, la elastasa posee efecto quimiotactico, induce
la expresidn génica de citoquinas, factores de crecimiento y otras
substancias. La migracion de leucocitos PMN al pancreas es
probablemente un evento critico en el curso de la pancreatitis aguda
grave. Este flujo de leucocitos se ha demostrado mediante técnicas de
escintigrafia’®. Algunos autores han abortado la lesién pancreatica y sus
complicaciones sitémicas de forma experimental, tanto mediante la
deplecion sanguinea de leucocitos PMN como con la utilizacién de
antioxidantes”>'?. Sin embargo, los factores que inducen la activacién de
los neutréfilos son motivo de controversia y no se conoce si se trata
simplemente de la cantidad de necrosis pancreatica, de los productos de
una infeccion bacteriana o de la presencia de otros potentes factores
quimiotacticos®. La inhibicion de las enzimas pancreaticas en la luz
intestinal previene la mortalidad en animales con estados de shock'?*,
Esta evidencia lleva a la hipbtesis de que podrian ser las enzimas
pancreaticas las que inician la formacion de mediadores®.

En el pulmén, los neutréfilos se consideran en parte responsables
de la lesién a distancia provocada por la pancreatitis aguda. Tras la
activaciéon de los macréfagos intersticiales y alveolares se libera IL-8, una
potente citoquina activadora de neutroéfilos, asi como otros factores (IL-1,
IL-6, TNFa) que conducen al secuestro y activacion de los PMN. En la
sepsis, la endotoxina liberada por bacterias gram negativas es capaz de
generar infiltracion pulmonar por neutrofilos, bien sea de forma directa o
por la activacion de macréfagos o complemento, y en ultimo término

provocar un SDRA. De todo ello la literatura aporta abundante evidencia
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experimental y clinica'®'?®

, Si bien existen puntos de controversia como
el papel de los factores de complemento’'?°. Los neutrdfilos pueden
causar lesiones en las células alveolares y endoteliales mediante accion
directa de enzimas o por radicales libres de oxigeno. En un modelo
experimental de pancreatitis aguda inducida por ceruleina, los neutrdfilos
se han identificado como la fuente mas importante de radicales libres de
oxigeno'®. Por otra parte la elastasa puede destruir proteinas especificas
del surfactante pulmonar, alterando su funcion e interfiiendo el

intercambio gaseoso. Todo ello contribuye a la patogénesis del SDRA.

Los mecanismos de activacion y accion de los neutrdfilos se ilustran en la

figura 10.
MACROFAGO « Endotoxina
IL-6
C3a, Cha
IL-8
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/ <4+— > Eicosanoides
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Figura 10. Mecanismos de activacion y accion de los neutrofilos.
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1.3.2.1.3 Célula endotelial

El endotelio vascular esta compuesto por células aplanadas y
poligonales de nucleo plano unidas entre si. La célula endotelial tiene un
importante papel en el movimiento pasivo de agua y electrolitos del medio
intravascular al extravascular y viceversa, pero también tiene una funcién
en el transporte activo de substancias, como lo demuestran las
numerosas vesiculas de pinocitosis presentes en ella. Ademas, la
presencia de uniones cerradas entre las células endoteliales justifica que
el paso de materiales se efectue a través de las células.

El endotelio juega un importante papel en la formacion de una
barrera efectiva contra la infiltracion por células del sistema
inflamatorio’'. Las células endoteliales constituyen la primera barrera
entre la sangre y el espacio extravascular, manteniendo la integridad
estructural y funcional de la circulacion y contribuyendo al balance local
de mediadores pro y antiinflamatorios. La estimulacion o la malfuncion de
estas células provoca la sobre expresion de moléculas de adhesion,
favoreciendo el reclutamiento de neutrofilos y promoviendo la respuesta
inflamatoria mediante la liberaciéon de multiples substancias mediadoras.
La interaccidn entre la célula endotelial y los neutrofilos lleva a un trafico
excesivo de neutrofilos a los tejidos y posterior activacion de los
mismos'®. La participacion de la célula endotelial en la activacion y
mantenimiento de la cascada inflamatoria las ha convertido en objetivo
terapéutico ante los estados iniciales del FMO®®.

El papel del endotelio en la pancreatitis aguda aun no ha sido del

todo aclarado y ello se debe en parte a la relativa inaccesibilidad de la
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célula endotelial y la escasez de marcadores especificos de activacion
endotelial’™®. Las selectinas son una familia de moléculas de adhesion
que participan de forma activa en los procesos de marginacion y adhesion
leucocitaria. Se ha demostrado la presencia de P- y E-selectinas en la
superficie de la célula endotelial activada tras un estimulo inflamatorio™*.
La interaccién entre los leucocitos PMN y las células endoteliales se

describe en la figura 11.

\ \ ¥ M

Rodamiento Adherencia Activacion Extravasacion

Neutrofilo L-Selectina Integrinas PECAM-1
Sle?, Sle* Integrinas

@ g D
(- (- (- (- (-
Célula P-Selectina ICAM-1 m

Endotelial L-Selectina-r ICAM-2 ICAM-1
E-Selectina VCAM-1
GIuCAM-1 PECAM-1
CD34

Figura 11. Fases de la interaccion entre neutrdfilos y células endoteliales.

El proceso puede dividirse en distintas fases: 1) rodamiento,
enlentecimiento y marginacion de los neutrdfilos circulantes hacia la pared
vascular, estableciéndose uniones laxas entre ambas células; 2)
adherencia, con la participacion de integrinas'®; 3) activacion, con la
participacion activa de factores como la IL-8 y PAF; y 4) transmigracion o
extravasacion, proceso que depende de un gradiente quimiotactico

mediado por substancias como la IL-8 o PECAM-1"%,
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En la pancreatitis aguda, el mecanismo regulador de las moléculas
de adhesidén parece estar mediado por los radicales libres de éxigeno mas
que ser dependiente de citoquinas, ya que la respuesta de éstas tarda de
3 a 4 horas™ y estudios experimentales han demostrado que tras la
induccion de una pancreatitis aguda experimental ocurre, de forma
precoz, un aumento en la permeabilidad de la barrera endotelial, que
persiste hasta 9 horas®. Estas modificaciones de la funcion de la célula
endotelial participan de las alteraciones de la microcirculaciéon
reconocidas en la pancreatitis aguda, tanto a nivel local como en otros
organos, como el colon, higado y pulmones, contribuyendo a la afectacion
sistémica de la enfermedad. Tras la lesidon pancreatica, las proteasas
activas son secretadas al retroperitoneo, abdomen y circulacion general
donde danaran de forma directa los tejidos, incluyendo el endotelio
vascular y activaran el complemento y otras citoquinas inflamatorias. Esto
incluye la activacion de mediadores secundarios como la bradicinina, el
factor activador plaquetario (PAF), 6xido nitrico y endotelina, que exhiben
varios efectos sobre la vascularizaciéon que afectan el flujo sanguineo y la
permeabilidad capilar y la interaccién con leucocitos'®. El grado en que
estos mediadores alcanzan la circulacién se correlaciona con la severidad
de la enfermedad. La endotelina-1, molécula que se expresa
principalmente en el endotelio, reduce el flujo pancreatico y puede causar
una necrosis acinar focal, similar a la objetivada en la pancreatitis

aguda™®.

Esta molécula se halla elevada en plasma durante la
pancreatitis aguda grave, no siendo asi en formas leves de la

enfermedad’*’. Recientes estudios experimentales con antagonistas de
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estos mediadores vasoactivos han mejorado la supervivencia en la

pancreatitis aguda grave experimental’.

1.3.2.2 Componente humoral

1.3.2.2.1 Radicales libres de oxigeno

La molécula de oxigeno ofrece las ventajas de una produccion
eficiente de energia en todos los animales y plantas. Las células
anaerobias obtienen su energia a partir de la fermentacién de la glucosa.
Esta fermentacidén no requiere oxigeno y tiene un rendimiento energético
de 2 moléculas de ATP. El oxigeno permitié evolucionar a la cadena de
transporte mitocondrial, lo que conllevd continuar el desdoblamiento de la
glucosa hasta obtener, a partir de una sola molécula 30 moléculas de
ATP, es decir un rendimiento 15 veces superior a la fermentacién
anaerobica. Por otra parte, el oxigeno impone limitaciones asociadas a su
elevada toxicidad. Asi, muchas plantas crecen mejor en concentraciones
de oxigeno inferiores a las normales; el crecimiento bacteriano puede
inhibirse exponiendo el cultivo a altas concentraciones de oxigeno; y en
animales superiores la exposicion a altas concentraciones de oxigeno
provoca toxicidad aguda en el sistema nervioso central.

La primera explicacion de la toxicidad del oxigeno fue por inhibicion
de los enzimas celulares. Sin embargo este mecanismo es demasiado
simple y especifico para explicar todos los casos de toxicidad. En 1954,
Gershman y Gilbert propusieron que la toxicidad del oxigeno se podia

atribuir a la formacion de radicales libres (RLO)'*.
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Los radicales libres son moléculas, atomos o iones que poseen uno
0 mas electrones desemparejados, que les permiten captar o ceder
electrones, lo que les confiere una alta reactividad'*.

En el caso del oxigeno, durante la respiracion mitocondrial normal,
cada molécula de oxigeno acepta simultdneamente cuatro electrones
mientras esta unida a la citocromo oxidasa. Con esto se consigue reducir
el oxigeno a agua evitando la liberacion de intermediarios del oxigeno con
electrones desemparejados. La reduccion tetravalente del oxigeno se

muestra en la figura 12. Si la transferencia de electrones no es simultanea

sino consecutiva, aparecen los RLO.

Complejo citocromooxidasa

Catalasa / Peroxidasa

) > 0, » H,0, ——> OH — H,0

[

Superoxido Dismutasa

Figura 12. Reduccion tetravalente del oxigeno.

El oxigeno molecular puede aceptar un electron, formando el
radical superéxido (O,-). La interaccion entre dos radicales superoxidos
es una reaccion rapida a pH neutro y puede ocurrir de forma espontanea
o catalizada por la superoxido dismutasa (SOD) conduciendo a la
formacion del peréxido de hidrégeno (H,O-). La reaccion que tiene lugar

es!
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202_+2H+ — H0, + 0O

La interaccion, mediada por el hierro, entre el perdxido de
hidrogeno y el radical superdoxido da lugar al radical hidroxilo (OH")
mediante la reaccion de Haber-Weis:

Oy, + H,O,— O+ OH + OH"

El radical hidroxilo también puede generarse por la interaccion
directa entre el peroxido de hidrégeno con iones hierro (Fe™), o reaccion
de Fenton:

Fe™ + H,O, — Fe™ + OH + OH"

Dado que la SOD y el hierro se hallan en abundancia en los
sistemas biologicos, estas reacciones tienen lugar de forma simultanea y
en consecuencia, la formacion del radical superdoxido comporta la
produccion de peroxido de hidrégeno y radicales hidroxilo.

La toxicidad de los RLO se asocia a su alta reactividad y al hecho
de que la reaccién de un radical libre con un no-radical produce un radical
libre diferente, mas o menos reactivo que el original. Los RLO, moléculas
de vida corta y radio de accion limitado, originan cadenas de reacciones
que extienden el dafio considerablemente. Las membranas lipidicas son
especialmente sensibles a los procesos de peroxidaciéon, ello puede
provocar la disrupcidn de lisosomas, mitocondrias y otras organelas
intracelulares. El radical hidroxilo es particularmente agresivo, ya que
presenta alta reactividad con practicamente todos los tipos moleculares
presentes en las células vivas como azucares, aminoacidos, fosfolipidos o
nucleodtidos. El peroxido de hidrégeno y el radical superoxido presentan

una menor reactividad y su toxicidad puede ser directa o deberse al hecho
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de que acaben produciendo radicales hidroxilo. La lesion sobre la
membrana la pueden efectuar a través de uniones covalentes a enzimas
y/o receptores de membrana, alterando su estructura y modificando su
actividad o caracter antigénico, alterando los mecanismos de transporte
por oxidacion de los grupos tiol de los transportadores, y pueden ademas
desencadenar procesos de lipoperoxidacion de acidos grasos
poliinsaturados, afectando directamente las propiedades fisicas de la
membrana y depleccionando los acidos grasos esenciales.

Por su alta reactividad, los RLO son dificiles de medir directamente.
En las ultimas décadas se han desarrollado métodos indirectos de
medicion. Entre ellos medir la cantidad de malonildialdehido, producto de
la peroxidacion lipidica'*. Mas adelante se han desarrollado la
quimioluminiscencia y la resonancia electron-spin como métodos de
medicion directa’.

En los sistemas bioldgicos existen muchos mecanismos que
implican la formacidon de radicales libres de oxigeno, como la
autooxidacion de la hemoglobina, la mioglobina, el citocromo c, las
ferredoxinas y catecolaminas. Algunas enzimas como la aldehido oxidasa
o flavin deshidrogenasas también se relacionan con la produccién de
estos compuestos. La cadena respiratoria mitocondrial no es un
mecanismo 100% eficaz y un pequefio porcentaje de electrones se
transfieren individualmente generando RLO que no suponen ningun
problema para los mecanismos de detoxificacion celular (SOD
mitocondrial). En determinadas situaciones, como la isquemia-

reperfusion, la cadena respiratoria puede verse afectada dando lugar a
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una produccién mas elevada de RLO™®. Durante la isquemia disminuye el
contenido energético celular e incrementa el contenido intracelular de
calcio. En la reperfusiéon, la mitocondria es el Unico organulo capaz de
eliminar el exceso de calcio citoplasmatico, si bien esta situacion parece
activar enzimas como la fosfolipasa A,, que libera acidos grasos de la
membrana mitocondrial. Todo ello altera las interacciones entre los
compuestos de la cadena respiratoria y hace que la NADH
deshidrogenasa transfiera los electrones directamente al oxigeno
generando Oy

La produccion y vertido extracelular de RLO por parte de los
macrofagos y de los leucocitos PMN es un mecanismo fisiolégico del que
disponen los fagocitos para defender al organismo de la agresion
bacteriana, pero en determinadas situaciones se ha implicado en la
aparicion de lesiones tisulares. Este mecanismo se basa en la existencia
de una NADPH oxidasa asociada a la membrana, que forma una cadena
de transporte de electrones que consta de al menos dos componentes: el
citocromo b-245 y una flavoproteina. La regién de union al nucleétido esta
en la cara citoplasmatica de la membrana y la region formadora de
superéxido en la cara exterior. La figura 13 muestra en esquema la
generacion de radicales superéxido por los fagocitos. En los macréfagos
activados, el consumo de O, se ve incrementado. La flavoproteina oxida
el NADPH citosdlico que viene de la via de las pentosas fosfato a NADP”
y los electrones se destinan a reducir el O, para la produccion de
radicales superoxido. Ademas, el neutrofilo poseé mieloperoxidasa,

enzima intralisosémica que se libera en la vacuola fagocitica y en el
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medio extracelular. Esta enzima produce otros metabolitos derivados del
oxigeno, los acidos haldgenos, a partir de la utilizacion del perdxido de
hidrogeno generado por la NADPH oxidasa para oxidar el cloro, bromo o
el yodo. Estos acidos halégenos (hipoclorito, hipobromuro e hipoioduro) y

sus aniones son oxidantes muy potentes.

NADPH NADPH*

CITOPLASMA

Flavoproteina

NADPH

OXIDASA MEMBRANA CELULAR

Citocromo b-245

MEDIO EXTRACELULAR

o, O,
S Fett*
O OH"
D
cl v
OCl « H,O

MPO

Figura 13. Mecanismos de generacién de RLO por parte de los fagocitos.

La implicacion del sistema xantina deshidrogenasa / xantina
oxidasa en la produccion de RLO se ha estudiado profundamente, debido
a las implicaciones de este sistema en la isquemia-reperfusion de
organos. Este sistema constituye los pasos finales de la via de
degradacion de las purinas y la enzima poseé dos formas. La mas

abundante es la NAD dependiente xantina deshidrogenasa (XDH), que
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cataliza el paso de hipoxantina a xantina cediendo un electrén al NAD" y a
continuacion el paso de xantina a acido urico, cediendo otro electron a
una segunda molécula de NAD". El mismo enzima puede existir en forma
oxidasa (XOD), cediendo en este caso los electrones a una molécula de
oxigeno a cada paso y dando lugar a dos radicales superoxidos. La
conversion de xantina deshidrogenasa en xantina oxidasa puede ser
reversible por oxidacion de los puentes disulfuro que estabilizan la
enzima, o irreversible por proteolisis. La figura 14 muestra la secuencia de

eventos en la isquemia-reperfusion.

ATP

Xantina Deshidrogenasa

Adenosina

Inosina

\4
Xantina Oxidasa

Hipoxantina Xantina —— | Acido Urico

SOoD CAT
2> = HQOZ\WO

Quimiotaxis OH’ %
Lesion celular
Neutrofilos ——————» 02/

0]

Figura 14. Secuencia de eventos en la isquemia-reperfusion.
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Durante la isquemia tisular, la anoxia detiene la cadena de
transporte electrénico mitocondrial y se produce una caida en los niveles
energéticos celulares. Los compuestos con fosfatos de alta energia se
degradan, acumulandose los metabolitos de las purinas, hipoxantinas y
xantinas. Al mismo tiempo, la concentracion citoplasmatica de calcio
aumenta, activando las proteasas citoplasmaticas dependientes de calcio
y transformando la XDH en XOD. En el momento de la reperfusion tiene
lugar un incremento subito e importante de oxigeno, que conduce a la
oxidacion de las purinas y a la formaciéon de radicales superoxido. Este
radical actia como quimiotactico para los neutrofilos, ampliando la
lesion™’. Los RLO generados por la xantina oxidasa pueden favorecer la
infiltracién por neutrdéfilos facilitando la adhesion de los mismos al
endotelio. Se conoce que el anidon superoxido media la expresion de
selectinas en la pared endotelial™®. Durante la pancreatitis, la XOD
circulante secretada por el pancreas podria generar radicales superdxido
que inducen la sintesis de factor activador plaquetario (PAF) en la célula
endotelial pulmonar o serian convertidos a peréxido de hidrégeno por la
SOD induciendo la regulacion de las P-selectinas. El efecto combinado de
PAF y P-selectinas es un requerimiento para el secuestro de neutrofilos®,
como la expresion de moléculas de adhesién ICAM-1'*°. La figura 15
ilustra el posible mecanismo de accion de los RLO sobre el endotelio
pulmonar mediando el secuestro de neutréfilos. Los mecanismos
responsables de la alteracion de la membrana endotelial por parte de los
RLO incluyen ademas de la activacion de vias que llevan al incremento

del calcio intracelular, la activacién de senales enzimaticas como la
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proteinquinasa C, MAP quinasa, o tirosinquinasa, o la disrupcién de la red

de filamentos de actina que constituyen el citoesqueleto’.

PMN

P-Selectina
ICAM-1

T U Pulmon
03 ——> 2003
g

Xantina

Pancreas

Figura 15. Mecanismo de accion de los RLO sobre el endotelio pulmonar mediando el
secuestro de neutrofilos.

Los seres vivos han desarrollado mecanismos de defensa frente a
la pequena cantidad de radicales libres que escapa a la cadena
respiratoria mitocondrial. Estos RLO son detoxificados en el interior de la
célula por moléculas antioxidantes o “scavengers” de diversos tipos. Entre
ellos destacan enzimas como la SOD, catalasas o peroxidasas, 0
compuestos de bajo peso molecular como el acido ascérbico, NADPH,
tocoferol, N-metil cisteina y acido urico. También los quelantes de iones
metalicos protegen de la cadena de reacciones que forman el radical

hidroxilo.
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Los radicales libres son importantes en multitud de procesos
biolégicos, como el mecanismo bactericida de los leucocitos. También son
importantes mediadores de oncogénesis en enfermedades inflamatorias,
participan en la lesidon pulmonar en el SDRA, en la lesion renal de la
necrosis tubular aguda, en patologia relacionada con la hiperoxigenacion
como la fibroplasia retrolental y en la lesién de reperfusion post-isquemia.
En muchos casos aun no se conoce si son la causa o la consecuencia de
la enfermedad. De hecho se dan en enfermedades causadas por
deficiencias en las defensas anti-radicales como los déficits de selenio y
de vitamina E.

Las semejanzas existentes entre las lesiones encontradas en
diversos tejidos durante procesos inflamatorios y las lesiones del
parénquima pancreatico en la pancreatitis aguda, estimularon la
investigacion sobre la participacion de los RLO en la pancreatitis. Se ha
demostrado que el tratamiento con agentes anti-radicales disminuye de
forma significativa la hiperamilasemia, el edema y el incremento de peso
de la glandula tras inducir pancreatitis aguda experimental simulando
etiologia isquémica o biliar por obstruccion ductal o endlica por
hiperestimulacion con secretina. La utilizacién clinica de antioxidantes
como el selenio ha mostrado buenos resultados'’. El pretratamiento con
“scavengers” tipo SOD o catalasa es efectivo, asi como al anadir
alopurinol (inhibidor de la XOD)'®? en esos tres tipos de pancreatitis, si

bien su utilidad clinica estd en entredicho'?.

Estos experimentos
demuestran que los RLO actuan en una etapa precoz y esencial en la

patogénesis de la pancreatitis aguda y sugieren que la XOD podria ser el
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substrato comun. Existe la sospecha de que en el inicio de la cascada

inflamatoria se halle la activacién de quimiotripsinbgeno a quimiotripsina

en la célula acinar, y este enzima es un activo precursor de la proteolisis

de la XDH a XOD™*'*°_ La figura 16 muestra un hipotético mecanismo de

iniciacion de la lesidon en la pancreatitis aguda. La fuente de RLO en

la

pancreatitis aguda experimental ha sido investigada a fondo por nuestro

grupo13°. Comparando dos modelos de pancreatitis aguda experimental

(ceruleina y taurocolato) se ha determinado que el aumento de los RLO

en el modelo de induccién por taurocolato es debido a la conversiéon de

XDH a XOD tras la muerte celular, mientras que en el modelo con

ceruleina son fundamentalmente los neutréfilos la fuente de RLO.

Acidos grasos libres
Obstruccion
Estimulacion con secretina

Guimiotripsinégeno

Quimiotripsina

Xantina \
Deshidrogenasaj

Isquemia

Xantina oxidasa

(o) ()

Figura 16. Mecanismo hipotético de iniciacion de la lesién en la pancreatitis aguda.
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Los RLO estan relacionados con el curso evolutivo de la
pancreatitis aguda. EI desequilibrio entre los sistemas oxidativo y
antioxidante es importante en la extension del dafo acinar. Tras el
estimulo inicial, la pancreatitis aguda genera un estrés oxidativo que
alcanza la circulacidn portal e induce al higado a generar mediadores
proinflamatorios, que a su vez protagonizaran la respuesta sistémica de la
enfermedad®'®. En el pulmén, la fuente mayoritaria de RLO son los
neutrofilos. De hecho, la deplecion de neutréfilos en animales de
experimentacion mediante anticuerpos especificos previene la lesién
pulmonar pero no el desarrollo de la pancreatitis’”. Asi mismo, los
aumentos en la actividad XOD en ausencia de otros factores
proinflamatorios, no son suficientes para inducir respuesta inflamatoria en
el pulmén™’. Los RLO causan disfuncion de la célula epitelial pulmonar
mediante el deterioro del transporte vectorial de sodio intracelular e
incremento de la permeabilidad. EI SDRA puede ser atenuado en
modelos experimentales si se produce una intervencién farmacoldgica a

tiempo con agentes bloqueadores de los RLO™®.

1.3.2.2.2 Eicosanoides

Los eicosanoides son acidos grasos de 20 carbonos,
metabolizados por los sistemas enzimaticos de la ciclooxigenasa
(prostanoides: prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos), de las
lipooxigenasas (leucotrienos, hidroxiacidos vy lipoxinas) y de las
epoxigenasas (epoxiacidos y dihidroxiacidos). Los dos primeros grupos
son los mas importantes por su implicacibn en diversos procesos

patoldgicos.
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El descubrimiento de estos mediadores lipidicos y su papel en el
metabolismo celular tuvo lugar en la década de 1930 al describirse una
enfermedad carencial en ratas sometidas a dieta sin grasas'®. Las
consecuencias de esta carencia se revertian suplementando la dieta con
acidos linoleico y araquidonico. Estos dos son acidos grasos esenciales
para el hombre, ya que las células de los mamiferos no poseen la
capacidad de introducir dobles enlaces mas alla del carbono 9 de la
cadena de acidos grasos. El hombre adquiere los acidos linoleico y
dihomo-gamma-linolénico de fuentes vegetales. Poco mas adelante se
descubrié que el semen humano, rico en estas substancias, inducia la
contraccion de la musculatura uterina'®, asi como extractos de vesicula
seminal de otros animales estimulaban musculatura lisa y afectaban a la
tensién arterial. De su supuesto origen prostatico surge el nombre de
prostaglandinas. A mediados de los afos 70 se decubren el
tromboxano™' 'y la prostaciclina’®. Mas adelante aparecen los
leucotrienos’®® y otras substancias derivadas de las lipooxigenasas o del
citocromo p450 (epdxidos)'®*.

La sintesis de estas substancias se realiza en funcion de los
requerimientos momentaneos y no se almacenan. Sus precursores son
los acidos grasos poliinsaturados. EI mas abundante es el acido
araquidénico (AA), que representa aproximadamente el 2% de los acidos
grasos totales en sangre. EI AA se obtiene a través de la ingesta,
absorbiéndose en el intestino y circulando en la sangre ligado a la
albumina. Se deposita finalmente en los tejidos, acilando fosfolipidos,

triglicéridos y ésteres de colesterol. La mayor proporcion de AA se
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encuentra esterificada en la posicion 2’ de los fosfolipidos de las
membranas celulares. Otra fuente de AA es el acido linoleico. Este, con
una elongacién de dos carbonos y una posterior insaturacion se
transforma en acido dihomo-gamma-linolénico. Finalmente, si tiene lugar

otra insaturacion se obtiene el AA. La figura 17 representa el metabolismo

del acido araquidonico.

Dieta . d " .
AA » Intestino > AA ||ga.do a TeJ'.do. a’cj!poso
albumina _ Triglicéridos
Precursores
AA esterificado en fosfolipidos de membrana < FLA,
Reacilacion
AA
libre
Ciclooxigenasa Lipoxigenasa
PGG, y PGH, LTA,
I _I_|
I Y ]
PGE, LTB, LTB, LTB, LTC,
PGD, |
PGF,, LTD,

Efectos biologicos

Figura 17. Esquema del metabolismo del acido araquidénico.
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Se considera que el paso limitante en la sintesis de eicosanoides
es la disponibilidad del AA libre, aunque también existe una modulacion
para el control de la expresion genética de los enzimas implicados en la
via de la sintesis. La liberacion del AA tiene lugar por la accion de la
fosfolipasa A, (FLA;) y la fosfolipasa C en respuesta a numerosos
estimulos como la trombina, el colageno, el ADP, la adrenalina, los iones
de calcio, la hipoxia, antigenos y otros'® . La FLA, constituye un grupo de
enzimas que catalizan la hidrélisis del grupo acilo en posicion 2
produciendo cantidades equimolares de acidos grasos libre vy
lisofosfolipidos. Algunas FLA, tienen funcién digestiva, sin embargo su
funcibn mas importante la realizan las FLA, ligadas a membranas,
regulando el recambio de acidos grasos libres de los fosfolipidos de
membrana y manteniendo la estructura de la misma.

Los prostanoides son substancias relativamente inestables, con
peso molecular que oscila entre los 300 y 400 D, y solubles tanto en agua
como en lipidos. Se clasifican segun las letras del alfabeto, en funcion de
la estructura molecular del anillo ciclo-pentano de las prostaglandinas y
ciclo-hexano del los tromboxanos (PGA, PGB, PGC...; TXA, TXB...).
Existen ademas tres series de prostanoides, en funciéon del numero de
insaturaciones presentes en las cadenas laterales de la molécula, que
dependeran del acido graso precursor. La serie 1 se origina a partir del
acido dihomo-gamma-linolénico, la serie 2 a partir del AA y la serie 3 a
partir del acido eicosapentaenoico. En consecuencia tendremos las PGE;,

PGEQ, PGE3, TXB1, TXBQ etc.
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En la via de la ciclooxigenasa, el AA libre es transformado primero
en unos intermediarios labiles llamados endoperdxidos ciclicos. Este paso
es catalizado por la ciclooxigenasa, que asociada a la peroxidasa
constituye el complejo endoperoxido prostaglandina sintetasa o PGH
sintetasa. Este complejo se halla ampliamente distribuido en las células
de los mamiferos, excepto en eritrocitos, y cataliza la formacion de PGG;
a partir de AA mediante la actividad ciclooxigenasa y la reduccion de
PGG,; a PGH; mediante la peroxidasa. Los niveles de este complejo
enzimatico son regulados por diferentes factores como hormonas,
citoquinas, factores de crecimiento y corticoides. Hace menos de una
década se describieron 2 formas de la enzima: la prostaglandin
endoperoéxido H sintetasa-1 o ciclooxigenasa 1 (COX-1) y la 2 (COX-
2)'%81%7 | 3 COX-1 es una forma constitutiva, presente en la mayoria de
células y tejidos, y que regula la secrecion fisioldgica de prostaglandinas,
mientras que la COX-2 es inducible, se expresa en el contexto de
procesos inflamatorios por parte de células proinflamatorias, y su sintesis
es inducida por citoquinas e inhibida por corticoesteroides. Ademas, la
COX-2 puede tener otros efectos proinflamatorios no relacionados con la
sintesis de prostaglandinas, regulando la activacién los neutréfilos y su
secuestro en lugares de inflamacion'®. Los endoperoxidos se pueden
transformar en las diferentes prostaglandinas a través de reacciones
enzimaticas catalizadas por isomerasas y reductasas, o bien de manera
no enzimatica. Asi, por la reduccién de la PGH,, PGD, y PGE; se puede
obtener PGF,,. El estudio del catabolismo de las prostaglandinas ha

permitido observar que son rapidamente metabolizadas en circulacion y
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eliminadas por la orina dentro de las primeras 24 horas tras su
administracién. Por tanto, las PG son substancias de actividad muy
efimera y su cantidad en un momento dado depende del equilibrio entre
sintesis y degradacion.

La prostaciclina (PGl,) poseé actividad antiagregante plaquetaria y
relajante de la musculatura lisa. La enzima responsable de su sintesis, la
prostaciclina sintetasa, se ha descrito en la intima de los vasos
sanguineos y parece situarse en las membranas celulares. Tiene una vida
media corta pero puede pasar, sin alterarse, por la circulacién pulmonar,
debido a su dificultad en transportarla. El tromboxano A, (TXA;) es un
potente agente vasoconstrictor y trombogénico. Inicialmente se describid
como metabolito del AA producido por las plaquetas, si bien hoy se
conoce que no son su unica fuente de produccién. Durante la formacion
de TXA; se forman cantidades equimolares de malonildialdehido,
marcador de su presencia en tejidos. El TXA; tiene una vida media de 30
segundos y se transforma de manera no enzimatica en el metabolito
estable TXB, siendo posteriormente substrato de una deshidrogenasa y
delta reductasa.

Los leucotrienos, derivados de la via de las lipooxigenasas,
también poseen una nomenclatura alfabética en funcién de los grupos o
substituyentes que diferencian a cada metabolito. EI numero del subindice
indica el numero de dobles enlaces de la molécula. Como ejemplos
tenemos el LTA4, LTB4. Los acidos grasos precursores en el caso de los
leucotrienos son el eicosatrienoico para la serie 3, el araquidénico para la

serie 4 y el eicosapentaenoico para la serie 5.
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El término lipoxigenasa se aplica a una serie de enzimas que
catalizan hidroxiperoxidaciones de acidos grasos. En presencia de O
oxigenan el AA y redistribuyen sus dobles enlaces, transformandolo en
hidrperéxido (HPETE). A continuacién al reducirse de manera enzimatica
por la glutation peroxidasa, o de manera no enzimatica, se generan los
hidroxiacidos (HETESs). La 5-lipoxigenasa es la responsable de la sintesis
de leucotrienos. Su producto directo es el 5-HPETE, que puede reducirse
a 5-HETE, o tomar una molécula de agua y transformarse en un 5,6
epoxido que contiene un grupo trieno conjugado y se denomina LTA4. A
continuacion, este LTA4 puede seguir dos vias: transformarse en LTB4 por
la LTA4 hidrolasa, o conjugarse mediante la glutation S-transferasa vy
sintetizar LTC4. Este ultimo puede perder residuos aminoacidicos por una
glutamil transpeptidasa y una dipeptidasa que dan lugar a LTD4y LTE4, lo
que ocurre rapidamente a su paso por el pulmén. Los tres ultimos se
denominan peptidoleucotrienos y su sintesis se establece principalmente
en la linea mieloide. El LTB4 es relativamente estable, manteniéndose
alrededor de 2 horas en circulacién para posteriormente degradarse por
omega oxidacion.

Los eicosanoides actuan como autacoides, es decir, como
hormonas “locales”. Este concepto se dedujo al observar que las
concentraciones de eicosanoides en plasma eran extremadamente bajas,
insuficientes para generar sus efectos. Ademas, su sintesis no se
restringe a un 6rgano endocrino, sino que ocurre en muchas células de
diferentes tejidos. Los efectos de las prostaglandinas afectan a todos los

tejidos y a casi todas las funciones del organismo. Diferentes

72



Introduccion

prostaglandinas pueden tener efectos opuestos sobre el mismo tejido. Asi
las PGE son broncodilatadoras y causan relajacion de la musculatura
uterina, y las PGF son broncoconstrictoras y contraen la musculatura
uterina. La prostaciclina es vasodilatadora y el tromboxano
vasoconstrictor. Los eicosanoides se han implicado en diversos procesos
inflamatorios'®. Los leucotrienos son factores quimiotacticos potentes que
promueven la adhesion, diapedesis y agregacion de los leucocitos PMN,
atrayéndolos a las areas de inflamacién. Las PGs reproducen los
sintomas clasicos de la inflamacién (vasodilatacion, calor, edema y dolor)
al ser inyectadas de forma local. Estos sintomas se atenuan si se
emplean farmacos que inhiben su sintesis (aspirina, indometacina,
corticoides). Otra propiedad importante de las PGs es que confieren
citoproteccion frente a estimulos agresores como el HCI, alcohol,
soluciones hipertdnicas de NaCl, calor y otros, como se ha observado en
la mucosa gastrica. Las PGE y sus analogos no metabolizables (16,16
dimetil PGE;) presentan un marcado efecto citoprotector. EI mecanismo
de esta citoproteccion aun no esta claro. Las PGs parecen incrementar la
estabilidad de las membranas bioldgicas'’®. La citoproteccién es un
fendmeno que se observa tanto tras la administraciéon exdégena de PGs,
como por las generadas endogenamente.

La participacion de los eicosanoides en la pancreatitis aguda
experimental se conoce desde hace anos y ha sido evidenciada en

diferentes modelos'"""1"2,

El pancreas sintetiza prostanoides y se ve
afectado por la liberacion de TXA; por parte de las plaquetas, de

leucotrienos por los neutréfilos circulantes y de prostaciclina por el
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endotelio vascular. Los efectos fisiologicos de estos productos afectan al
flujo sanguineo glandular y a la secrecidon exocrina. En el curso de la
pancreatitis aguda se produce una reduccién del flujo sanguineo glandular
como consecuencia de la formacién de microtrombos tras activacion de
los mecanismos de la coagulacion. Esta isquemia parece ser el mayor
contribuyente a la aparicion de necrosis'”. A las PGs se les ha conferido
tanto un papel en el desencadenamiento de la pancreatitis aguda, como
un efecto protector. En modelos experimentales con acido taurocélico se
ha demostrado la existencia de un desequilibrio en los prostanoides
enddgenos en fases iniciales de la enfermedad, mientras que la elevacion
de los metabolitos de la via de las lipoxigenasas se produce por
infiltracién celular, como respuesta mas inespecifica, en fases posteriores
de la evolucién de la pancreatitis'*. En este modelo se han evidenciado
le elevacién de 6-keto-PGF 1, y TXB2 a los 5 minutos de la induccién de la
pancreatitis, mientras que la elevacion de LTB4 y 15-HETE se produce a
los 60 minutos. La excrecién urinaria de 2,3-dinor 6-keto-PGF,, y de 2,3-
dinor TXB, aumenta tras la induccion con taurocélico'”. En modelos de
pancreatitis inducida con ceruleina también se han evidenciado niveles
altos de 6-keto-PGF, tisular en pancreas y de 2,3-dinor 6-keto-PGF 4, en
orina, aunque en menor medida que con taurocolato'’?. Estos estudios
confirman la alteracion en el metabolismo de los prostanoides y
leucotrienos en el curso de la pancreatitis aguda experimental y sugieren
un importante papel del endotelio vascular en la respuesta inflamatoria.
Las PGs consideradas citoprotectoras (PGE; PGE,, PGD; y

PGF,,) se han investigado en el tejido pancreatico tras pancreatitis
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experimental con taurocolato'’®. Poco después de la induccién, los niveles
de PGE,, PGD; y PGF,, aumentan mientras que la PGE4 no varia. Beger
demostré un efecto similar en pancreatitis experimental inducida por
tripsina, si bien era un efecto mas retrasado'”’. La accién mas inmediata
del acido taurocodlico podria explicarse por un efecto directo sobre la
estabilidad de membrana, provocando la activacion de la fosfolipasa A, y
la sintesis de eicosanoides. Otros autores han demostrado variacion de la
PGE, en fases mas tardias'’®. El efecto citoprotector se apoya en el
hecho de que la inhibicion de estas PGs con indometacina, en este
modelo experimental, produce un aumento espectacular de la mortalidad
y en que la administracion de PGE; atenua las lesiones pancreaticas’’®.
La relacion entre los RLO, la secrecidon de prostanoides, la
actividad fosfolipasa y la peroxidacion lipidica fue puesta de manifiesto
por nuestro grupo en 1991 en estudios sobre el trasplante pancreatico
experimental'®. Los RLO median la activacion de la fosfolipasa A, y
subsecuente formacién de eicosanoides. Por otra parte, existen estudios
que investigan de forma conjunta la generacion de RLO y la produccién
de PGs en fases iniciales de la pancreatitis aguda experimental®. Se ha
demostrado que la administracion de dmPGE,; no solo previene la
conversién de xantina oxidasa sino que evita el aumento en los niveles de
peroxidacion. La estabilizacion de las membranas celulares evitaria la
liberacion y activacién de enzimas proteoliticos responsables del paso de
XDH a XOD vy prevendria la formacion de RLO. La administracion de
dmPGE2 previamente a la induccion de la pancreatitis reduce la

produccion de prostanoides, lo que no se produce cuando el tratamiento
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preinduccién se realiza con SOD™'. Estos hallazgos no solo ponen de
manifiesto la interrelacion entre ambos mediadores sino que también
sugieren que antes de la induccidn de la sintesis de prostanoides por los
RLO, en las fases iniciales de la pancreatitis aguda, los prostanoides se
alteran por un mecanismo independiente de los RLO.

Los productos lipidicos derivados del AA se han implicado también
en la patogénesis del SDRA. Las prostaglandinas, en inyeccion
intravenosa pueden reproducir los cambios patolégicos a nivel pulmonar y
la hipotension que se aprecian en el shock séptico y el SDRA. Las
concentraciones de leucotrienos estan aumentadas en el SDRA y sus
picos se han relacionado con la evolucién del edema pulmonar'®. El TXA,
se ha relacionado con la hipertensién pulmonar inducida por Ila
endotoxina''®. El aumento de la actividad FLA, que se observa en la
pancreatitis aguda se relaciona con el riesgo de SDRA de estos
pacientes, aunque las rutas por las cuales se produce esta lesidon no son
del todo conocidas. La figura 18 muestra los posibles mecanismos lesivos

de la fosfolipasa Az a nivel pulmonar.

1.3.2.2.3 Citoquinas

Las citoquinas son una familia de moléculas proteicas de bajo peso
molecular (16-25 kDa), liberadas por multitud de células, entre ellas las
del sistema inmunolégico, y que actutan como mediadores
intercelulares'®. Los fagocitos mononucleares responsables de la
inmunidad humoral sintetizan citoquinas efectoras conocidas como
monocinas. Los linfocitos T activados producen linfocinas que sirven para

regular la proliferacidon y diferenciacion de varias poblaciones linfocitarias
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y otras que actuan en la activacién y regulacion de células inflamatorias

como fagocitos mononucleares, neutrofilos y eosindfilos.

FLA,
FAP Eicosanoides
\ 4
Neutréfilos Células Lesién tisular humoral
endoteliales directa
Lesion tlsular'rr?eduada Destruccion del surfactante
por neutrofilos
SDRA

Figura 18. Mecanismos de lesion de la fosfolipasa A, a nivel pulmonar.

Estas citoquinas son moléculas efectoras de la inmunidad celular y
son responsables de la comunicacién entre células del sistema
inmunitario e inflamatorio. Las células presentadoras de antigenos
elaboran citoquinas que influencian la diferenciacion de linfocitos (figura
19). Por otra parte existen otras citoquinas conocidas como factores
estimuladores de colonias (CSF), que estimulan la proliferacion vy

diferenciacion de leucocitos inmaduros en la médula 6sea proporcionando
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una fuente de reemplazo para las células que se consumen durante las

reacciones inflamatorias.

Linfocito T CD4+
inmaduro
IL-2, IFN-gamma,
IL-12 IL-4, IL-10
Linfocito Linfocito
Th1 X 2 Th2
AN /
N /
N
N J/ 7
N %
N
N
o
r \ ( h
Secrecion de Inmunidad celular Inmunidad Secrecion de
citoquinas: Monocitos activados humoral citoquinas:
TNF Neutrdfilos Céluas B activas TNF
IL-2 Células NK Eosindfilos IL-2
IL-8 IL-8
9 ) \_ J

Figura 19. Acci6n de las citoquinas elavoradas por las células presentadoras de
antigeno.

Los primeros estudios sobre citoquinas aparecen entre los afios 50
y 70, cuando se descubren los interferones antivirales, los pirdgenos y los
factores activadores de macréfagos. A partir de estos afios los estudios se
centran en la purificacion y caracterizacion bioquimica de las citoquinas
conocidas, o la produccion de antisueros especificos neutralizantes. Se
aprecié que diferentes propiedades eran mediadas por la misma
molécula; asi por ejemplo, el interferon gamma (IFN-y) es una proteina

antiviral derivada de los linfocitos T, y también un activador de las
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funciones de los macréfagos. Se creia que las citoquinas eran
sintetizadas principalmente por los leucocitos y actuaban sobre otros
leucocitos, por ello se las denomind interleuquinas (IL). Hasta la fecha se
han caracterizado multiples citoquinas, se han clonado, producido
anticuerpos especificos, e incluso se han realizado intentos clinicos de
modulacién del sistema inmunolégico para el tratamiento de
enfermedades.

Normalmente, las citoquinas no se hallan en los tejidos y son
producidas como respuesta a estimulos por vias inducidas por receptores.
Las citoquinas se producen en cantidades pequenas durante las fases
efectoras de la inmunidad. Su secrecién es breve, autolimitada, y no se
almacenan como moléculas preformadas, iniciandose su sintesis por una
nueva transcripcién genética transitoria siendo inestables los mRNA que
codifican estas proteinas. La expresidén de la mayoria de las citoquinas
esta modulada por factores de transcripcion como el Factor nuclear kB.
Solo algunas como el factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF)
se expresan de forma constitutiva’®. Algunas citoquinas pueden
controlarse por mecanismos post-translacionales, como la liberacién
proteolitica de un producto activo. Todas las citoquinas causan su efecto
mediante la interaccidn con receptores altamente especificos de la
superficie celular. La mayoria de ellas tienen actividad pleiotropica y
presentan multiples efectos segun las células diana. Estas células diana
pueden ser la propia célula secretora (accion autocrina), una célula
cercana (accion paracrina) o una célula distante a la que se llega por la

circulacién (accion endocrina). Muchas citoquinas tienen efectos similares
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y presentan una gran redundancia, de modo que en ausencia de una
citoquina concreta, otras pueden ejercer su funcion. Este hecho es de
gran importancia en la potencial terapia antagonica, puesto que inhibir
una sola citoquina no se ha mostrado tratamiento eficaz en diversos
ensayos sobre pancreatitis'®. Para muchas células diana, las citoquinas
actuan como reguladores de la divisién celular, es decir como factores de
proliferacion.

El descubrimiento y caracterizacion de nuevas citoquinas es un
campo en constante expansion. En la actualidad existen numerosas
citoquinas relacionadas con la inflamacién, el crecimiento y diferenciacion
celular o la inmunidad. Entre ellas destacan interleuquinas (1, 6, 8, 10),
interferén (a, y), TNF (a, B), factores de crecimiento, diferenciacion vy
migracion celular (factor transformador del crecimiento-f o TGF-3, factor
inhibidor de la migracién o MIF, factores estimuladores de colonias de
granulocitos-macréfagos o GM-CSF, de monocitos-macréfagos o M-CSF,
y de granulocitos o G-CSF), quemoquinas o citoquinas quimiotacticas
como la MIP-1 o MIP-2. Originalmente, la medicién de citoquinas se
realizaba en base a ensayos sobre sus efectos funcionales como la
quimiotaxis de leucocitos, liberacién intracelular de enzimas y produccion
de radicales libres de oxigeno. Posteriormente se han desarrollado
técnicas de inmunoensayo, radioinmunoensayo y técnicas de tincion
inmunohistoquimica’?®,

La interleuquina 1 es una citoquina proinflamatoria cuya fuente
principal es el fagocito mononuclear activado, aunque también se produce

en células endoteliales y epiteliales. La actividad biolégica de esta
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citoquina reside en dos cadenas polipeptidicas diferentes, denominadas
IL-1a e IL-1B, productos de genes diferentes y con pesos de 17 kDa.
Ambas cadenas tienen una homologia estructural inferior al 30% pero se
unen a los mismos receptores de superficie celular y sus actividades
bioldgicas son similares. Los dos polipéptidos se sintetizan en forma de
precursores, el de la IL-1a es biolégicamente activo mientras que el de la
IL-18 debe procesarse antes de ejercer sus funciones. En los fagocitos
mononucleares se ha identificado una proteasa responsable de la
activacién de la IL-1B. La mayor parte de la actividad de la IL-1 en la
circulacion corresponde a la cadena IL-1(3.

Los efectos biolégicos de la IL-1 dependen de la cantidad de
citoquina liberada. A concentraciones bajas, los principales efectos
derivan de su accion como mediador local de la inflamacion. Actua sobre
fagocitos mononucleares y endotelio vascular induciendo su propia
sintesis y la de otras citoquinas como IL-2, IL-6 e IL-8. Actuando sobre el
endotelio promueve la coagulacién y la expresion de moléculas de
superficie que median la adhesién de los leucocitos. A concentraciones
altas la IL-1 entra en el torrente circulatorio y actua como pirégeno, induce
la sintesis hepatica de proteinas de fase aguda como la proteina C
reactiva, estimula la proteolisis muscular, la reabsorcién ésea y aumenta
la formaciéon de neutrdfilos en la médula ésea. La IL-1, al unirse a su
receptor, inicia diversos cambios bioquimicos como la fosforilizacién de la
proteinquinasa asociada a mitégenos (MAPK), activacion de fosfatasas y

fosfolipasas, aumenta la transcripcion de la ciclooxigenasa-2 o del NFkB.
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Existe amplia evidencia de la participacion de la IL-1 en la
patogénesis de las secuelas sistémicas del shock causado por
endotoxinas o politraumatismos, y en las cascadas inflamatorias de la
pancreatitis, sobre todo en fases iniciales. La administraciéon
intraperitoneal del antagonista del receptor de la IL-1 disminuye la
mortalidad y destruccion histica en modelos experimentales’®”.

La interleuquina 2 es un producto de los linfocitos Ty y un
componente esencial de la respuesta inmune. Es responsable del
crecimiento de las células T. En modelos murinos de pancreatitis, sepsis o
qgquemaduras la produccion de IL-2 disminuye, los niveles de receptor
soluble de la IL-2 aumentan y son predictivos de mala evolucién. En
pacientes con pancreatitis post-CPRE los niveles de este receptor
alcanzan un pico a los 6 dias de evolucion. Todo ello apoya un papel de
esta citoquina en la pancreatitis aguda'®>"%°.

La interleuquina 4 es una citoquina antiinflamatoria que modula la
produccion de citoquinas por las células T, B, NK, monocito-macrofagos y
fibroblastos. Su papel en la pancreatitis aguda aun no esta dilucidado.

La inteleuquina 6 es la principal citoquina mediadora de la sintesis
de proteinas de fase aguda como el fibrinégeno, haptoglobina y proteina
C reactiva. Es producida por los fagocitos mononucleares y células
endoteliales en respuesta a estimulacion por IL-1 y TNF. Una
caracteristica peculiar de esta citoquina es su deteccion principalmente en
la circulacion sistémica, lo que denota su funcidon endocrina. Niveles

elevados de esta IL-6 se han encontrado en pacientes con cirugia mayor,
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quemaduras graves, infecciones bacterianas y rechazo de injertos
renales®’.

La interleuquina 8 es una potente citoquina selectiva para la
quimiotaxis de las células T y neutrdfilos, secretada por muchas células,
principalmente fagocitos mononucleares tras el estimulo de otras
citoquinas como el TNF. La IL-8 induce todas las respuestas relacionadas
con la quimiotaxis, es decir, activacion del aparato motor de los neutréfilos
y de su migracion direccional, expresiéon de moléculas de superficie,
liberacion de enzimas en forma dosis dependiente y produccion de
metabolitos reactivos del oxigeno. La IL-8 es la primera citoquina en
aparecer en el suero de pacientes con pancreatitis'®’, es el mayor factor
quimiotactico de neutréfilos en el pulmén, y su produccion esta
aumentada tras episodios de hipoxia-hiperoxia o en la alveolitis'®®.

La interleuquina 10 es una citoquina natural con propiedades
antiinflamatorias por sus efectos en la inhibiciéon de funciones de los
macrofagos, como la produccion de TNF, IL-6 o IL-1 y liberacion de RLO.
Modula la diferenciacién de las células Ty en Ty, y es secretada
principalmente por éstas ultimas, los monocitos y las células B.
Representa por todo ello un factor de feed-back endégeno que controla la
respuesta inmune y la inflamacién. Tanto en la pancreatitis aguda
experimental como en la clinica, los niveles de IL-10 se correlacionan

inversamente con la severidad de la pancreatitis'®'"

. La supervivencia
de pacientes con SDRA se correlaciona también con los niveles elevados
de IL-10 en el lavado broncoalveolar. Ello sugiere posibles aplicaciones

terapéuticas utilizandolo como factor supresor no antigeno especifico en
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ciertas enfermedades autoinmunes o como agente antiinflamatorio en la
pancreatitis aguda'?®. En un estudio experimental, Zou emplea terapia
génica con IL-10 humana y consigue disminuir la severidad de la
pancreatitis aguda'®.

El factor de necrosis tumoral o TNF es una citoquina pleiotrépica,
predominantemente derivada de los fagocitos mononucleares y otras
células. Su primera descripcion en la literatura data de 1975, pero la
historia de su descubrimiento comienza con las observaciones de W.B.
Coley, cirujano que comprobé que algunos tumores remitian o
desaparecian en algunos pacientes tratados con vacunas derivadas de
bacterias muertas'®. En el macréfago, el TNF se sintetiza como una
proteina transmembranosa no glucosilada de aproximadamente 25 kDa.
Un segmento de 17 kDa, incluido en el segmento carboxi-terminal, es
separado por proteolisis de la membrana plasmatica del fagocito
mononuclear para producir un homotrimero estable, la forma secretada
que constituye el TNF-a, de vida media corta. Esta molécula es producida,
ademas de por macréfagos, por linfocitos T y B, las células NK, los
astrocitos y células de Kupffer, en respuesta a bacterias, virus, otras
citoquinas (GM-CSF, IL-1, IL-2, IFN-y), complejos inmunoldgicos, al factor
Cb5a del complemento y a RLO. Las acciones del TNFa se inician por la
unién del trimero a receptores de la superficie celular. Se han descrito dos
receptores del TNFa, con pesos moleculares de 55 y 75 kDa. Ambos
actuan aumentando la transcripcién nuclear de NFkB, que se une a su

vez a las zonas promotoras de varios genes. Los niveles de estos

receptores se han empleado como marcadores de actividad del TNFa. El
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receptor R{TNFa (p55) puede estar involucrado en los mecanismos de
apoptosis'®. La afinidad del TNFo por sus receptores es
sorprendentemente baja para una citoquina, pero se sintetiza en grandes
cantidades y los satura con facilidad. Los receptores R{TNFo se
encuentran en casi todos los tipos celulares y los R;TNFo son mas
caracteristicos de leucocitos y células endoteliales. La unién del TNFo a
su receptor de membrana provoca la hidrdlisis de una parte de la
molécula que conserva la capacidad de unirse al TNFq, y asi las células
activadas se desprenden de los conocidos como receptores solubles,
pudiendo actuar como inhibidores competitivos del receptor de superficie
celular o unirse al TNFa circulante disminuyendo su biodisponibilidad'®*.
Los receptores libres del TNFoa podrian actuar uniéndose e inactivando el
TNFa circulante, o bien estabilizando la molécula y aumentando su vida
media. El tratamiento con receptores solubles de TNFo humano resulto
en la atenuacién de la sintesis de citoquinas inducida por TNFo y de la
inestabilidad hemodinamica en animales con sepsis por gérmenes gram
negativos'®®. Por contra, el hecho de que los pacientes con altas
concentraciones de receptor soluble y TNFa libre indetectable desarrollen
complicaciones sistémicas de la pancreatitis va a favor de un papel
proinflamatorio mas que de tampdn'®®.

Las acciones biologicas del TNFa varian en funcién de su cantidad.
A concentraciones bajas (10°M) actta localmente como un regulador
paracrino y autocrino de leucocitos y células endoteliales. Produce la
expresion en éstas ultimas de receptores de superficie 0 moléculas de

adhesion que permiten la adherencia a la superficie endotelial de
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leucocitos neutrofilos, monocitos y linfocitos. Asi aumenta la acumulacién
de estas células en los focos inflamatorios. Por otra parte activa leucocitos
eosindfilos y fagocitos mononucleares y sobre ellos induce la produccion
de otras citoquinas, IL-1, IL-6, el propio TNFa y quimiocinas. Cuando la
produccion es mayor, el TNFa se libera al torrente circulatorio, actua
como hormona endocrina y desarrolla efectos sistémicos. El TNFo poseé
efectos sinérgicos con la IL-1, pero ademas causa apoptosis de forma
directa. Induce la sintesis de prostaglandinas al interaccionar con las
células reguladoras del hipotalamo. Actua sobre los hepatocitos para
aumentar la sintesis de proteinas séricas como la proteina C reactiva, la
macroglobulina ay, el fibrindgeno y la proteina A del amiloide dando lugar
a la conocida como “respuesta de fase aguda”. Tiene actividad sobre el
sistema de la coagulacibn y es capaz de producir linfopenia e
inmunodeficiencia al actuar sobre la célula madre de la médula ésea.
Producido de forma cronica da lugar a un estado de caquexia, al crear
una disfuncidn metabdlica caracterizada por el desgaste de células
musculares y grasas, lo que le valio el nombre de “caquectina”. Cuando
las concentraciones de TNFo. son masivas (>107), como en el contexto de
sepsis por bacterias gram negativas, se produce una situacion similar al
shock, con muerte de los animales de experimentacion por colapso
circulatorio y CID. ElI TNFo deprime la contractilidad miocardica,
mediante la induccidn de la Oxido nitrico sintetasa, que convierte la
arginina en citrulina y oxido nitrico (éste ultimo responsable de la accion
final). Ademas, el TNFo disminuye Ila tension arterial actuando

directamente sobre las células musculares lisas e indirectamente
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estimulando la produccion de vasodilatadores como la prostaciclina y el
NO por las células endoteliales vasculares. Finalmente, a altas
concentraciones, el TNF o da lugar a hipoglicemia, debido a la utilizacion
excesiva de glucosa por el musculo y a la incapacidad del higado para
reemplazarla'®.

El factor activador plaquetario (PAF) es wuna citoquina
proinflamatoria de estructura fosfolipidica, secretada por las células
endoteliales, plaquetas, macrofagos y neutréfilos. Es un componente
estructural de las membranas celulares y se libera bajo la accién de la
fosfolipasa A2. Se le ha reconocido un papel en diferentes entidades
patolégicas como el asma, la isquemia, la ulcera gastroduodenal y el fallo
multiorganico. Participa activamente en la agregacion plaquetaria, en la
activacion de las células polimorfonucleares, causando la quimiotaxis,
agregacion, secrecion de superoxidos y degranulacion de estas células.
Induce la expresiéon de moléculas de adhesidon y tiene potentes efectos
endocrinos, similares a los de la endotoxina, como cambios sistémicos en
las células endoteliales y redes capilares que aumentan la permeabilidad
vascular en pulmones, rifiones, sistema gastrointestinal y corazon,
llevando al SIRS'™. Su administracién en animales de experimentacion
induce una pancreatitis aguda y liberacion de amilasas de acinos
pancreaticos aislados'®®. En la pancreatitis aguda inducida por taurocélico
el PAF se libera en pancreas, ascitis, sangre y pulmon. El lexipafant es un
potente inhibidor del PAF por antagonismo con sus receptores, que se
empleo con relativo éxito clinico en la pancreatitis, mostrando una

disminucién en la incidencia de fallo organico y reduccién de marcadores
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de la inflamacién'®’, sin embargo, en estudios de fase Ill no ha
demostrado diferencias significativas en mortalidad'®?.

Existen otras citoquinas, cuyo analisis excede los limites de esta
tesis, si bien cabe citar la familia de las quemoquinas, pequefas
moléculas involucradas en la activacion y trafico de leucocitos a los
lugares de inflamacion e infeccion. Actualmente se considera que la IL-8
forma parte de esta familia de moléculas. La proteina inflamatoria de los
macrofagos (MIP), secretada no solo por estas células sino también por
fibroblastos, células epiteliales y endoteliales, se libera por accion del TNF
y la IL-1.Esta molécula tiene un efecto puramente quimiotactico sobre las
células, sin participar en la liberaciéon de RLO o enzimas lisosomales. El
papel de la MIP-2 en la lesidn pulmonar se ha estudiado en modelos de
sepsis inducida por endotoxinas y neumonia por gram negativos,
provocando, en ambos casos la activacion de los macrofagos alveolares e
infiltracién por neutréfilos desembocando en el distrés respiratorio. Otro
exponente de las mismas es la proteina quimiotactica de los monocitos
(MCP-1). Se ha observado, tras la estimulacién con etanol, un aumento
de la produccion de MCP-1 por los acinos pancreaticos. Otro papel de las
quemoquinas es la modulacion de la respuesta inmune por el
reclutamiento selectivo de células Th1y Th2'%,

Aunque muchas de las acciones de las citoquinas son
beneficiosas, también producen efectos dafinos para el huésped. Su
capacidad de inducir actividades en la célula a concentraciones pico o

femtomolares hace que tengan un papel critico en la propagacion local y

sistémica de la inflamacion. En la pancreatitis aguda, tras la lesion celular,
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los leucocitos presentes en la reaccion inflamatoria local inician la
produccion de citoquinas. De hecho, se han detectado tanto en humanos
como en animales de experimentacion, niveles elevados de IL-6 e IL-8 en
la circulacion, llegando a utilizarse como marcadores especificos de

severidad'®®

con sensibilidad y especificidad superior al 87%. Las
citoquinas pueden inducir la apoptosis de la célula acinar y exacerbar la
necrosis pancreatica. Otras citoquinas, como la IL-1 o el TNF, solo son
detectables en una parte de los pacientes, en relacion con las lesiones
hepatica y pulmonar, y el bloqueo de ambas citoquinas puede disminuir
experimentalmente la severidad de la pancreatitis. Estas moléculas
pueden actuar como reguladoras de la expresion de otras citoquinas y
tienen un papel clave en la propagacion de la respuesta inflamatoria, si
bien son incapaces de iniciar una pancreatitis®®. La observacion de un
decalaje temporal entre la produccion de citoquinas localmente en el
pancreas y su aparicion posterior, en casos graves, en 6rganos como
higado, bazo o pulmén, asi como la ausencia de las mismas en otros
como riidn y musculo esquelético, lleva a la conclusién de que su
produccion es organo-especifica, se correlaciona con la severidad y que
son los leucocitos residentes mas que los circulantes los responsables de
su aparicion. Ello viene refrendado también por la ausencia de citoquinas
en sangre periférica durante la pancreatitis'®. De hecho, los niveles de
TNFa tras la induccion de pancreatitis aguda experimental han sido
variables y de dificil interpretacion. Lo que si estd demostrado, y que
implica al TNF en el desarrollo de la pancreatitis, es la elevacion sérica de

194

sus receptores solubles (RsTNFss y RsTNF75) ™, que refleja el grado de

89



Introduccion

liberacion de TNF en el proceso, y la produccion de TNF a nivel
pancreatico, objetivada por la induccion de la transcripcion de mRNA
TNFa por los macréfagos que infiltran la glandula.

El antagonismo frente a las citoquinas fue una via de investigacion
terapéutica, iniciada por los contradictorios estudios de Guice®® en un
modelo de pancreatitis inducida por ceruleina, que demostraban un
aumento del edema pancreatico en los animales tratados. Estudios
posteriores, con antagonistas mas especificos en un modelo de infusién
retrograda de taurocolato, observaron mejoria en los parametros

bioquimicos que miden la evolucion de la pancreatitis®"’

, 'y la utilizacion de
anticuerpos anti-TNF especificos de especie disminuia el edema, la
necrosis y la inflamacion. Norman, mediante la inhibicion del TNF
circulante con la forma dimérica recombinante del receptor del TNF, hallé
mejoria en la severidad y mortalidad de la pancreatitis. Ademas mostr6 un
efecto mas eficaz al emplear este antagonista de forma retrasada, es
decir terapéutica, comparado con la administracién profilactica®®®. Por otro
lado la inhibicién de la actividad de la IL-1 también se ha demostrado
beneficiosa en el tratamiento de la pancreatitis aguda experimental. Mas
adelante los estudios que se han desarrollado han ido dirigidos al bloqueo
de la sintesis de estos mediadores, mas que a su antagonismo. Ello se ha
conseguido mediante la pacificacion de macréfagos, inhibiendo la
modificacion posttranscripcional de la pro-IL-1, o explotando las
caracteristicas de la IL-10 como citoquina inhibitoria®®>.

El papel de las citoquinas como efectoras y potenciadoras de la

lesién pulmonar asociada a la pancreatitis es conocido, asi como su
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participacion en la patogénesis del SDRA'. La infiltracién por leucocitos
activados es una caracteristica de la lesion. Los macréfagos alveolares
activados producen grandes cantidades de TNF, proteina inhibidora de
los macrofagos (MIP-2) y proteina quimiotactica de monolitos (MCP-1).
Esta ultima atrae a los leucocitos que expresan el receptor de quimiocinas
CCR-2 desarrollando el infiltrado inflamatorio pulmonar®®*. El bloqueo del
TNF reduce la expresion de las moléculas de adhesion en el endotelio

pulmonar.

1.3.2.2.4 Moléculas de adhesion

Las moléculas de adhesion son un grupo heterogéneo de proteinas
de membrana celular. Su funcidn mas importante es la adherencia y
migracion del leucocito activado a través del endotelio, pero también
participan en la hematopoyesis y maduracion de los leucocitos en 6rganos
como el timo®®. Entre ellas destacan las moléculas de adhesién de la
célula vascular o VCAM, las integrinas (B1 y B2), las moléculas de
adhesion intercelular o ICAM, la molécula de adhesion entre plaqueta y
endotelio o PECAM vy las selectinas.

Estudios recientes han demostrado un papel de la ICAM-1 en la
respuesta sistémica a la pancreatitis. Esta molécula se expresa de forma
constitutiva en érganos como el pulmon, higado, bazo o riidn, y sus
niveles no se ven afectados durante la induccién de la pancreatitis,
mientras que en otros érganos como el pancreas, sus niveles son incluso
escasos seguin el modelo de pancreatitis realizado®®. La utilizacién de
anticuerpos anti-ICAM-1 ha demostrado tanto una mejoria en la lesion

pulmonar en animales sometidos a pancreatitis inducida por dieta®®,
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como un menor grado de lesién necrética de la célula acinar y apoptosis
en la pancreatitis inducida por taurocolato al 3%2%".

La familia de las selectinas estda compuesta por tres receptores
con estructura glicoproteica, expresados por las células endoteliales (E-
selectina), leucocitos (L-selectina), o plaquetas y endotelio (P-selectina),
susceptibles de division proteolitica y por ello de existir en forma soluble
en la circulacién. La E-selectina o ELAM-1 esta involucrada en la
adherencia de los linfocitos al endotelio vascular en lugares de rechazo y
no se expresa de forma constitutiva en el endotelio sino que se sintetiza
tras el estimulo inflamatorio. Es un marcador de activacion endotelial. La
L-selectina o LECAM-1 se expresa constitutivamente en los neutrofilos y
se desprende de ellos cuando estan activados. También se expresa en
células progenitoras, participando en la hematopoyesis. La P-selectina se
almacena preformada como un componente de la membrana de la célula
endotelial y se expresa rapidamente tras la estimulacion celular por
diversos agonistas como la trombina, histamina o factores del
complemento. Asi mismo también se estimula su sintesis de forma dosis-
dependiente por mediadores proinflamatorios como el TNFa, IL-18 o el
lipopolisacarido™*. La induccién de la P-selectina es un evento importante
que desencadena la infiltracién pulmonar por neutrdéfilos en la pancreatitis
aguda, participando en la fase de rodamiento de los leucocitos en su
interaccidon con el endotelio. Los pacientes con inflamacion sistémica y
sepsis tienen elevados niveles de E y P-selectinas y estas son las
moléculas de adhesién que mas rapidamente se expresan en respuesta a

citoquinas. En pacientes con pancreatitis aguda, los niveles de E-selectina
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plasmatica se correlacionan con la severidad, mientras que los de P-
selectina se mantienen constantes, si bien son mas altos en pacientes
que no sobreviven'*. En un modelo de shock con oclusién de la arteria
esplacnica en ratas, se correlacionaron niveles altos de TNFa y E-
selectina con un menor tiempo de supervivencia®®. Sin embargo, parece
ser que la acumulacion de neutrdfilos en tejidos lesionados depende de la
interaccion de multiples factores mas que de la interaccion de éste unico
receptor, como demuestran estudios realizados en ratas con deficiencia
de E-selectina®®. La forma soluble de la L-selectina (sL-selectina) es
funcionalmente activa y juega un importante papel en la regulacion de la
adhesion leucocitaria al endotelio. Donelly demostré una relacién inversa
entre los niveles de sL—selectina y la progresion de la lesion pulmonar en
el SDRA, considerando esta molécula como un marcador de activacion
pan-endotelial®™.

En la pancreatitis aguda experimental, los niveles de expresion de
P-selectina en pancreas y pulmén aumentan tras la induccién, si bien en
otros érganos permanecen en niveles basales, expresandose de forma
constitutiva. En el pancreas existe infiltracion leucocitaria antes de que se
demuestre expresion de P y E-selectinas, lo que sugiere la participacion
de otros mecanismos en la aparicion local de estas células®. Los
radicales libres de oxigeno generados por la XOD en esta enfermedad
pueden actuar como inductores de la expresion de P-selectina a nivel
sistémico, como demuestra el hecho de que en animales tratados
previamente con el inhibidor de la XOD oxipurinol, los niveles de P-

selectina en pulmon fueran bajos tras inducir la pancreatitis®®.
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1.3.2.2.5 Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO), inicialmente denominado factor relajante
dependiente del endotelio, es un mediador biolégico muy primitivo en la
evolucién animal y un sistema ampliamente distribuido de regulacion de la
funcion celular y la comunicacion intercelular. Fue descubierto en 1987 y
su presencia se ha demostrado en procesos como la relajacién del
musculo liso, la inhibicibn de la agregacion plaquetaria, la
neurotransmision y la ereccion peneana®'’?'?. Las investigaciones sobre
nitrosaminas y carcinogénesis permitieron observar que las células de los
mamiferos metabolizaban L-arginina produciendo un compuesto de 6xido
nitrico de gran reactividad. Las acciones citotoxica y citostatica de los
macrofagos requerian como substrato la L-arginina. También se
descubrid que la accidn del factor relajante derivado de las células
endoteliales era debida a la liberaciéon de NO por estas células®'®.

El NO se sintetiza a partir del nitrégeno de la guanidina terminal de
la molécula de L-arginina en presencia de oxigeno molecular, por accién
de una NO sintetasa (NOS), dando lugar a NO y L-citrulina. EI NO asi
formado reacciona rapidamente con el O, para formar NO,, que en
solucion se degrada a nitrito (NO2) y nitrato (NO3). El NO,” a su vez
reacciona con la oxihemoglobina para producir NO3s” y metahemoglobina.
Se ha estimado que la vida media del NO en solucion es de menos de 4
minutos, mientras que en los sistemas biologicos es de 3 a 30 segundos,
debido a su rapida inactivacién por el anién superoxido y la unién a
proteinas con el grupo hemo. La sintesis del NO se realiza de forma

fisiologica en el endotelio, en el sistema nervioso y en las plaquetas,
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dependiendo en su formacion de una NOS constitutiva (cNOS), calcio-
calmodulina dependiente, que esta siempre presente en los tejidos y que
libera pequefias cantidades de NO durante periodos cortos tras su
activacion. La cNOS en el endotelio vascular es activada por la accion de
la acetilcolina o la bradicinina en receptores especificos, o por el efecto
del flujo sanguineo sobre las células endoteliales. EI NO producido
difunde hacia el musculo liso, induciendo su relajacién por la accion de la
guanilatociclasa y generacion de GMPc. Este sistema nitrovasodilatador
enddgeno es el responsable del tono vasodilatador en que se encuentra
el sistema cardiovascular en condiciones fisiolégicas.

A diferencia de otros mediadores, el NO tras su formacion no se
almacena en granulos y se libera ante determinados estimulos, sino que
difunde libremente desde el lugar de formacion®'*. La disfuncion de la
produccion de NO por el endotelio se ha demostrado en la
arteriosclerosis, en la hipertensién esencial y en la asociada a la
insuficiencia renal crénica. Por su efecto vasodilatador arteriolar vy
broncodilatador, el NO se ha utilizado por via inhalatoria en el SDRA. Este
sindrome presenta un cortocircuito intrapulmonar con hipoxemia arterial,
hipertension pulmonar aguda por vasoconstriccion y obstruccion vascular
con edema pulmonar secundario. EI NO disminuye la hipertension
pulmonar, mejora la oxigenacion y disminuye el cortocircuito
arteriovenoso, sin provocar hipotension sistémica debido a su rapida
inactivacion por la hemoglobina.

Por otra parte, las células del sistema reticuloendotelial en

presencia de endotoxinas y determinadas citoquinas, como el TNFa, IL-18

95



Introduccion

o IFN-y, son capaces de sintetizar de novo una enzima productora de NO
calcio-calmodulina independiente, denominada NOS inducible (iNOS), e
iniciar la producciéon de grandes cantidades de NO durante periodos de
tiempo prolongados. Este NO es utilizado entonces como un sistema
citotoxico contra diferentes microorganismos y células tumorales. La
liberacion de NO por la iINOS de los macréfagos es unas 1000 veces
superior a la cantidad liberada por las células endoteliales. Esta sintesis
masiva de NO por la iINOS es la que parece responsable de los efectos
perjudiciales del NO, mediados en parte por la accion del ion peroxinitrito
(ONOOQO") que se forma por la reaccion del NO con el ion superdxido (O2).
El ONOO" es un poderoso oxidante que induce lipoperoxidacién y se
monitoriza por la determinaciéon de los niveles de malonildialdehido. La
liberacion masiva de NO por el sistema iINOS se ha implicado en la
fisiopatologia del shock endotdxico y en los procesos de alteracion de la
coagulacién que se producen tras la lesién endotelial masiva®'>. En el
shock endotoéxico, la liberacién de NO en la pared vascular explicaria la
hipotensidon e hiporreactividad a los vasoconstrictores en el curso del
shock séptico. Esta vasodilatacion se puede revertir por analogos de la L-
arginina que inhiben la sintesis de NO como NC monometil-L-arginina.
También durante el shock endotoxico se ha observado un aumento de la
sintesis de NO en la pared ventricular y es posible que esté relacionada
con la disfuncion cardiaca que presentan estos enfermos. Asi pues, en la
actualidad existen evidencias clinicas y experimentales que permiten
afirmar que el NO es un mediador de gran importancia a nivel

cardiovascular y pulmonar, en diversos procesos patoldgicos,
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especialmente la sepsis. Frente al papel protector producido por la cNOs
existe un efecto perjudicial mediado por la iINOS.

En el pancreas existe una produccién basal de NO por el endotelio,
mediada por la cNOS, y que actia como elemento regulador de la
secrecion exocrina pancreatica, mantiene el flujo sanguineo pancreatico y
preserva la integridad tisular’’®>. También hay evidencias de que la
produccion de insulina se ve favorecida por niveles bajos de NO pero que
este se vuelve téxico para las células B en cantidades elevadas. El papel
del NO en la pancreatitis aun no esta claro. La relacién entre el NO vy la
pancreatitis aguda se fundamenta en el papel del NO como elemento
regulador del tono vascular y en los procesos inflamatorios mediados por
leucocitos. EI NO podia ser el elemento comun que explicara por un lado
las alteraciones de la microcirculaciéon pancreatica que condicionan el
paso de forma edematosa a necrética y por otro la acusada infiltracién

leucocitaria presente en la pancreatitis®™.

Mientras el NO enddgeno
producido por la cNOS tiene efectos beneficiosos en la pancreatitis,
mediante el mantenimiento de la microcirculacién pancreatica, la
sobreproducciéon generada por la iINOS causa hipoperfusion y lesion
tisular. El analisis de los diferentes estudios realizados hasta la fecha
induce a creer que, si bien la inhibicion de la sintesis de NO por la via de
la ¢NOS puede agravar la pancreatitis®’, la inhibicién de las grandes
cantidades de NO generadas por la iINOS tiene un efecto beneficioso
sobre el curso de la enfermedad. En los modelos de pancreatitis

experimental leve, como la inducida por ceruleina, la inhibiciéon de la NOS

da lugar a la inhibicién de la via constitutiva, que tiene un importante
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papel en el mantenimiento de la integridad de la barrera celular endotelial
inhibiendo la adhesion leucocitaria por inactivacion del anion

superoxido®!’

, Yy por tanto en estos modelos el NO tiene un efecto
protector frente a la pancreatitis y su inhibiciéon agrava la enfermedad. En
los modelos de pancreatitis aguda grave se produce la induccién de la

iNOS, cuya inhibicion tiene efectos beneficiosos?'®.

1.3.2.2.6 Complemento

El complemento activado promueve la adhesion de los neutrodfilos
al endotelio. El factor C3a induce la produccion de TNFa e IL-1""8. La
fijacion del factor del complemento iC3b en el endotelio puede actuar
como sefal para que los neutrdéfilos inicien su eclosion oxidativa. El factor
de complemento C5a, que actua mediante unién a receptor especifico, es
una anafilotoxina y quemoquina que ejerce su accién proinflamatoria
aumentando el flujo sanguineo y la permeabilidad vascular. Ademas
provoca la liberacibn de enzimas lisosomales y RLO. Este factor es
abundante en el lavado broncoalveolar de pacientes con SDRA. Sin
embargo, es posible que el C5a y sus receptores participen en ambos
procesos pro y antinflamatorios. En ratones modificados geneticamente
sin factor C5a ni su receptor, tras la realizacién de una pancreatitis aguda
con ceruleina, la severidad de la lesion pulmonar asociada era
sorprendentemente menor a la de los ratones no modificados. La
deplecion del complemento puede ejercer un efecto protector sobre la
lesion pulmonar, pero no protege a la célula acinar pancreatica de las
lesiones por pancreatitis’. Sin embargo, en otro estudio con un modelo

de pancreatitis inducida por dieta, la deplecion del complemento no
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atenud los efectos sistémicos de la pancreatitis'®. Esta discrepancia
puede ser debida a la utilizacion de diferentes modelos de pancreatitis
aguda experimental, siendo posible que el complemento participe en la

respuesta inflamatoria de la pancreatitis leve y no de la severa.

1.3.2.2.7 Proteinas de shock térmico

La observacion de que un aumento de la temperatura, unos grados
por encima del nivel fisioldgico, inducia la sintesis de un pequefio numero
de proteinas en las glandulas salivares de Drosophila, llevé al
descubrimiento de un mecanismo universal de proteccion, empleado por
células procariotas y eucariotas para el mantenimiento de su funcion y
homeostasis?'®. La respuesta de shock térmico es un mecanismo celular
de defensa muy conservado contra varias lesiones y enfermedades. Se
caracteriza por la expresibn de un grupo especifico de proteinas
denominadas proteinas de shock térmico (HSP). Estas proteinas son un
grupo de moléculas que se expresan de forma preferente en muchos tipos
celulares como respuesta al estrés. La mayoria de ellas ejercen un efecto
protector contra la lesion celular. Durante mucho tiempo se crey6 que las
HSP eran proteinas intracelulares que solo aparecian en el medio
extracelular tras condiciones patolégicas como la necrosis. Sin embargo,
en los ultimos afos hay evidencias de que esta aparicion puede ocurrir en
ausencia de necrosis y de que las HSP desarrollan acciones
inmunomoduladoras?®?. La expresion de estas moléculas puede inducirse
por una gran variedad de estimulos de estrés fisiolégico como el calor, los
radicales libres de oxigeno, endotoxinas, ibnes metalicos pesados,

algunos aminoacidos, etanol, arsénico, virus o estimulos clinicos como la
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hipoxia, los carcinomas o la isquemia®?!, o incluso en situaciones sin
estrés, por las prostaglandinas A y J??2. Estudios experimentales han
demostrado que las citoquinas, como la IL-6 inducen la expresiéon de HSP
en el musculo esquelético®? y otros tejidos®**.

En condiciones fisioldgicas, las HSP suponen entre el 2 y 5% del
contenido proteico celular. Estas moléculas se clasifican en 6 grandes
familias, atendiendo a su peso molecular expresado en kiloDaltons.
Aunque existe una gran homologia entre las diferentes HSP de una
familia en las diferentes especies estudiadas, no existe una secuencia
homodloga entre las diferentes familias. Las HSP pequenas (8-34kDa) se
oligomerizan en grandes agregados intracelulares. Entre ellas destacan la
ubicuitina (8’5 kDa) que participa en la estructuracion de la cromatina y
degradacion de proteinas; la HSP 27 es una proteina citosdlica que se
transloca al nucleo en situaciones de estrés y participa en la estabilizacion
de microfilamentos. Las HSP 40 son co-chaperones de las HSP 70, y
presentan una funcion catalitica cargando substratos en las HSP 70. Las
HSP 60 o chaperoninas se han asociado a ciertas enzimas pancreaticas
como la amilasa, lipasa y quimiotripsinégeno en su via secretora,
sugiriendo una participacion de este grupo de proteinas en el proceso
secretor. La cantidad de HSP 60 en los granulos zimdgenos pancreaticos
de animales de experimentacion aumenta justo antes de la fase de
nutricién del ritmo circadiano para disminuir después®®. Estudios
experimentales han demostrado una relacion entre estas proteinas y la
reduccion de la lesion por isquemia-reperfusion en injertos pancreaticos

caninos tras la preservacion por el método en dos estratos®®. La familia
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de las HSP 70 son las mas conocidas. En concreto la HSP 72, o HSP
inducible, es la proteina citoprotectora mas estudiada de este grupo. Los
miembros de esta familia son proteinas citosélicas que actian como
chaperones, acompafnando proteinas de nueva sintesis a través de
diversos compartimentos intracelulares, facilitando el paso de proteinas a
través de barreras intracelulares, manteniendo la estructura plegada de
las proteinas y colaborando en la eliminacion de proteinas ensambladas o
sintetizadas incorrectamente®’. Las HSP 70 protegen a las células de la
muerte por apoptosis/necrosis que ocurre normalmente tras la exposicion
a shock térmico, TNFa, estrés oxidativo, ceramidas, drogas
antineoplasicas, NO o radiaciones, por inhibicién de la liberacion del
citocromo-c o la despolarizaciéon mitocondrial®?®%%°, Las HSP 90 son tres
proteinas hidrofdbicas, identificadas en el citoplasma, nucleo y reticulo
endoplasmatico, que constituyen el 1-2% del total de proteinas citosodlicas
en condiciones normales y se han relacionado con el receptor de
hormonas esteroideas. Los niveles de HSP 90a mRNA se han observado
elevados en el adenocarcinoma pancreatico®. En el lupus eritematoso
sistémico se ha observado una correlaciéon de los niveles de IL-6 con la
HSP 90B8%*". Por ultimo las HSP 100 se encuentran en el citoplasma y los
nucleolos, participando en la disolucion de agregados y facilitando la
proteolisis.

La respuesta de shock térmico se ha estudiado a fondo como
inductora de termo-tolerancia, pero también ha despertado interés al
evaluar su papel en otros procesos como la isquemia cerebral®? o

miocardica, y la inflamacion incluyendo procesos como la sepsis,
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pancreatitis o lesién pulmonar. En la pancreatitis aguda experimental
inducida por ceruleina, al pretratar a los animales con inmersion en agua
caliente o con otros estimulos, existe un aumento en la expresion local de
las HSP 70, que ejercen un efecto protector reduciendo la severidad de la
afectacion glandular, quizas mediante la prevencion de la activacion del
tripsinégeno en la célula acinar. Este fendbmeno se relaciona con la
colocalizacion de las hidrolasas lisosdmicas y zimogenos digestivos, paso
critico en la activacion del tripsinébgeno mediado por la catepsina B. La
HSP 70 podria actuar bloqueando el trafico intracelular de enzimas que
lleva a la activacion de los zimégenos, o bien abortando el incremento del
calcio intracelular que sigue a la administracién de ceruleina y que es
responsable de la redistribucién de la catepsina B#. Por el contrario,
otros autores no han detectado expresion de HSP 70 en el pancreas de
animales expuestos a dietas deficientes en colina con suplementos de
etionina®*, si bien sus niveles estaban aumentados en el higado y
permanecian inalterados en pulmén®®. Dado que la pancreatitis induce
una respuesta sistémica, es légico pensar que la respuesta de shock
térmico se active en otros lugares. Asi, tras la realizacion de una
pancreatitis aguda experimental con taurocdlico se ha demostrado

elevacion de HSP 72 en pulmén aunque no en el higado®’

. El oxipurinol y
los anticuerpos contra la P-selectina inhiben esta elevacién pulmonar de
HSP 72, sugiriendo que la misma es mediada por la infiltracion a ese nivel
por neutrofilos. En un modelo experimental de SDRA, la induccion de un
aumento de HSP 70 se ha asociado a menor inflamacién y mortalidad,

efecto mediado en parte por la inhibicion del TNFa?®.
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A modo de resumen, la figura 20 representa una visién en conjunto
de la actividad de los diferentes tipos celulares y mediadores

proinflamatorios en la pancreatitis aguda.
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Figura 20. Actividad de células y mediadores proinflamatorios en la pancreatitis aguda
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1.3.3 Efectos de la pancreatitis aguda sobre el pulmén

Desde las primeras descripciones clinicas de la pancreatitis aguda
se ha puesto de manifiesto la presencia de sintomatologia respiratoria, en
forma de cianosis, disnea y taquipnea®’. Sin embargo, hasta la década
de 1960, la mortalidad por esta enfermedad la determinaban el shock
hipovolémico y la insuficiencia renal, por lo cual, hasta que las mejoras en
el conocimiento y terapéutica no consiguieron superar estas
complicaciones, no se pudo valorar la importancia y alta incidencia de las
complicaciones pulmonares.  Aproximadamente el 50-70% de los
pacientes con pancreatitis aguda manifiestan al inicio de la enfermedad
cierto grado de hipoxemia, aunque solo el 18% presentaran anomalias
radioldgicas®*®. La evolucion desfavorable conlleva la aparicion de signos
clinicos y radiolégicos de insuficiencia respiratoria. En el 15-20% de los
pacientes, la lesidn pulmonar asociada a la pancreatitis aguda evoluciona
aumentando la permeabilidad del capilar alveolar con edema intersticial,
hipoxemia arterial, aumento del shunt arteriovenoso, disminucion de la
capacidad de difusion y de la “compliance” pulmonar. Aunque la
insuficiencia respiratoria en el curso de la pancreatitis puede agravarse
por la presencia de derrames pleurales, atelectasias, neumonitis, sobre
elevacion diafragmatica por aumento de la presion intraabdominal o
colecciones intraabdominales, respiracidon superficial por dolor abdominal
o hipervolemia, los estudios de Warshaw®*® demostraron que el edema
pulmonar que aparece en fases finales de la evolucion de la enfermedad

es el resultado de la rotura de la membrana alveolo-capilar.
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1.3.3.1 Caracteristicas morfolégicas y funcionales de la lesién

pulmonar en la pancreatitis aguda

Los estudios morfolégicos de pacientes fallecidos a consecuencia
de pancreatitis aguda e insuficiencia respiratoria reconocen tres fases o
grados de afectacion en la lesién pulmonar®®®. En una primera fase, entre
los dias 1 a 7 del inicio de la pancreatitis, se observa edema intersticial e
intraalveolar, dilatacion de los vasos linfaticos, vasodilatacién capilar y
adhesion de leucocitos. A partir del tercer dia, se observan con frecuencia
creciente microtrombos hialinos en los capilares y hemorragias
intraalveolares. En una segunda fase, entre los dias 8 y 14, aparecen
membranas hialinas y la proliferacién de pneumocitos. En la fase final, a
partir del dia 15, aparece fibrosis intersticial, las membranas hialinas se
han organizado en tejido fibroso y el epitelio alveolar descamado sufre un
proceso de degeneracién grasa. En las fases iniciales el diagndstico de
insuficiencia respiratoria es dificil, ya que solo se aprecia un aumento de
la frecuencia respiratoria con volumenes corrientes reducidos.
Posteriormente, cuando la capacidad de compensacion del paciente se
agota, la insuficiencia respiratoria se establece rapidamente. Tanto el
curso clinico como los cambios morfolégicos encontrados en el curso de
la pancreatitis aguda grave son indistinguibles del SDRA.

Los diferentes estudios experimentales que analizan las
alteraciones morfoldgicas del pulmén durante la pancreatitis demuestran
que la enfermedad induce la aparicién de una importante destruccién de
células endoteliales y severo edema pulmonar®’'. Inmediatamente tras la

induccion de la pancreatitis se produce una importante proliferacion vy
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marginacion de leucocitos polimorfonucleares en el interior de los
capilares pulmonares. Posteriormente se observan marcadas alteraciones
de las células endoteliales, edema intersticial y engrosamiento de la
barrera alveolo-capilar de intercambio gaseoso. Finalmente se produce la
destruccion hemorragica de los pulmones y pérdida completa de la
arquitectura alveolar. Estos hallazgos se han confirmado mediante
microscopia electronica, revelandose de forma elocuente la existencia de
una lesién muy severa a nivel de la membrana alveolo-capilar. Las células
endoteliales presentan rupturas, necrosis focal y separacion de la
membrana basal. Existe edema intersticial e invasion de células
inflamatorias, fundamentalmente neutréfilos. En ocasiones puede
apreciarse la ruptura de la propia membrana basal. La lesion endotelial en
ratas a las que se indujo una pancreatitis aguda experimental se ha
cuantificado mediante estudios morfométricos, hallando un aumento de
entre 5 y 6 veces sobre la lesidén hallada en grupos control. A las 3 horas
de la induccion aumenta entre 5 y 7 veces el numero de
polimorfonucleares, entre 2 y 3 veces el de macrofagos y entre 5y 6
veces el de eritrocitos?*?. Esto sugiere que tras la induccién de una
pancreatitis experimental a nivel pulmonar se produce un importante
reclutamiento de células inflamatorias coincidente con la lesion endotelial
y el aumento de la permeabilidad capilar. Estos cambios morfolégicos
expresan el aumento de la permeabilidad vascular y se traducen
funcionalmente interfiriendo el intercambio gaseoso y alterando la relacion

ventilacion-perfusion, dando lugar a hipoxemia.
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En resumen, los hallazgos morfolégicos pulmonares, tanto clinicos
como experimentales, ponen de manifiesto que durante una pancreatitis
aguda, a nivel pulmonar se produce: 1) acumulacién y marginacién de
leucocitos polimorfonucleares, 2) destruccion de las células endoteliales
capilares, 3) aumento de la permeabilidad vascular, 4) edema intersticial,
5) destruccion de la estructura alveolar y 6) hemorragia intraalveolar.

Los estudios referentes al funcionalismo pulmonar en el curso de la
pancreatitis aguda experimental son escasos. Se han observado un
descenso en la “compliance” pulmonar asociado a un aumento del peso®*
y un descenso en los volumenes pulmonares junto a un aumento del
numero de células inflamatorias del lavado bronco-alveolar. También se
ha constatado un aumento de la elasticidad dinamica pulmonar y una
tendencia al aumento tanto de la relacion presion-volumen como de la
resistencia tisular®*. Todo ello sugiere que las lesiones principales que la
pancreatitis aguda experimental induce sobre el pulmén se producen a
nivel distal de la via aérea y no a niveles altos de las vias respiratorias. El
analisis morfométrico de las vias respiratorias periféricas ha confirmado el
aumento en el indice de contraccion de estas vias, lo que parece ser la
causa de la distribucidn desigual del aire inspirado, favoreciendo la
aparicion de cambios regionales de la relacion presion-volumen y en
consecuencia, el aumento de la elasticidad dinamica pulmonar. El estudio
histolégico, que siempre acompafa el andlisis funcional en estas
investigaciones, confirma el aumento de la permeabilidad vascular y la

infiltracién por células inflamatorias, asi como la presencia de edema
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alveolar. Sin embargo constatan un cierto retraso entre las alteraciones

histoldgicas y la aparicion de disfunciones clinicamente relevantes.

1.3.3.2 Patogénesis de la lesién pulmonar inducida por Ila

pancreatitis aguda

Los mecanismos que unen la lesidn pancreatica y la inflamacién
pulmonar son complicados y se han estudiado extensamente. Ningun
gen, molécula, célula o sistema puede explicar por si solo los complejos
mecanismos fisiopatologicos que subyacen a esta enfermedad. El
desconocimiento de los procesos fisiopatoldgicos que unen pancreatitis
aguda e insuficiencia respiratoria hacen que el tratamiento de esta
complicacion se limite a ser de soporte 0 mantenimiento de las funciones
hasta la recuperaciéon espontanea. Diferentes lineas de investigacion
sobre la patogénesis de la lesion pulmonar en la pancreatitis aguda han
sugerido multiples mecanismos que podrian estar implicados. La mayoria
de estas hipotesis condicionan la aparicion de la lesidon pulmonar a la
accion de un intermediario que tras su activacion en el pancreas
desencadena diferentes efectos sistémicos. Algunos mediadores
circulatorios pueden estar implicados en estos efectos sistémicos de la
pancreatitis, entre ellos la xantina oxidasa, el TNFa, el complemento
activado, la fosfolipasa A, o la elastasa, pero no la amilasa, lipasa o
tripsina*®.

Por otra parte, un patrén similar de alteraciones respiratorias se
puede encontrar en modelos experimentales de sepsis inducida por
endotoxinas o bacterias. En estos modelos se detecta una elevacion de

los niveles plasmaticos de citoquinas y otros mediadores de origen
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hepatico. A través de estos modelos experimentales se ha podido
observar que la activacion de las células inflamatorias del higado,
especialmente las células de Kupffer, tiene un papel clave en el desarrollo
de las lesiones pulmonares y el fracaso multisistémico producido por la
administracion de endotoxinas®*®. En el caso de la pancreatitis aguda, el
hecho de que la mayoria de los enzimas pancreaticos y los mediadores
liberados a la circulacion pasen a través del higado antes de diluirse en la
circulacién sistémica ha sugerido que este paso pueda ser determinante
para el desarrollo de la lesién pulmonar.

Una de las primeras hipétesis que surgieron para explicar las
alteraciones respiratorias en la pancreatitis aguda y que todavia se
encuentra sometida a investigacion, implicaba la accion de las proteasas
liberadas por el pancreas inflamado a la circulacion sistémica®®’. Esta
accion se atribuyd a la actividad fosfolipasa, ya que se suponia que el
colapso pulmonar debia ser secundario al descenso de la actividad del
surfactante y se habia observado que tanto la inhibicion de la sintesis de
los fosfolipidos pulmonares®*®, como el aumento de la degradacion de las
lecitinas pulmonares por determinadas fosfolipasas podian ocasionar este
descenso del surfactante®*®. Ademas, la instilacién de fosfolipasa A
(FLA?) a nivel pulmonar produce edema alveolar, acumulacién de células
inflamatorias, alteracién del intercambio gaseoso y alta mortalidad®°. La
FLA, participa de forma determinante en muchos procesos inflamatorios
por su accion directa sobre las membranas celulares, como mediador de
la sintesis de otros productos proinflamatorios y por su accién como

segundo mensajero intracelular. La activacion de esta enzima refleja el
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desencadenamiento de procesos hidroliticos por parte de proteasas
contenidas por las células pancreaticas, como la tripsina. Se ha sugerido
que la FLA, pancreatica, liberada a la circulacion como resultado de la
destruccion de las células pancreaticas, podria ser la responsable de las
alteraciones funcionales de los diversos 6rganos®. Sin embargo, la fuente
celular de FLA2 en los pacientes con pancreatitis aguda no ha sido
determinada y existen evidencias de que los niveles plasmaticos de estos
pacientes muestran diferencias en cuanto a inmunorreactividad con la
FLA, cataliticamente activa®®'. Ademas su perfil de actividad difiere del de
otras enzimas pancreaticas como la tripsina, la amilasa o la lipasa. Por
otra parte, otras investigaciones han demostrado una diferencia
importante en los perfiles de lipasa y FLA; tras la induccién de una
pancreatitis. Mientras la lipasa alcanza su pico maximo en la primera hora
de la induccion, el aumento de la FLA, se produce de forma tardia, a partir
de las 4-6 horas de la induccién®?. Esto sugiere un origen no pancreatico
del incremento de la actividad FLA,. Ademas, estas investigaciones no
pudieron detectar actividad enzimatica cuando previamente a la induccion
de la pancreatitis aguda experimental se habia realizado un shunt porto-
cava, por lo que se inferia que el incremento de la actividad FLA,
plasmatica depende del paso a través del higado de substancias
liberadas por el pancreas inflamado®. La realizacion del shunt porto-cava
previamente a la realizacion de la pancreatitis da lugar a que las
substancias liberadas por el pancreas lleguen al higado tras su dilucion en
todo el sistema circulatorio, y esto parece ser suficiente para prevenir o

retrasar la aparicion de la actividad FLA, plasmatica. Todo este proceso
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confiere al higado un papel activo y de importancia no bien conocida en el
desarrollo de las lesiones pulmonares y sistémicas asociadas a la
pancreatitis aguda, y ademas cuestiona si la FLA, tiene realmente alguna
funcién en los primeros momentos del desarrollo de la enfermedad.

Al observar preparaciones histoldégicas pulmonares tanto de
pacientes como de animales de experimentacion con pancreatitis aguda
severa e insuficiencia respiratoria se pone claramente de manifiesto,
desde fases iniciales, la existencia de un importante infiltrado celular
inflamatorio fundamentalmente formado por polimorfonucleares, edema e
hiperemia que condicionan el colapso de los alveolos. Estos hallazgos
implican que se produce un quimiotactismo de los neutréfilos a los
pulmones y un aumento de la permeabilidad vascular pulmonar. Existen
varios mecanismos que supuestamente pueden atraer los neutrofilos a los
pulmones. Entre ellos la activacion del complemento y formacién de
derivados, especialmente el factor C5a’™. Sin embargo, en los Ultimos
afos existen evidencias crecientes de que ciertos factores derivados de
los macréfagos alveolares ejercen un poder quimiotactico superior'®. Por
otra parte, la elastasa pancreatica es un potente estimulador del
secuestro pulmonar de neutrdfilos, induciendo ademas edema intersticial
e intraalveolar, y hemorragia extravascular. Este efecto ha podido
comprobarse en estudios experimentales mediante la inoculacién
sistémica de la enzima®®*, aunque no se conoce el mecanismo exacto por
el cual ésta alcanza los pulmones, pudiendo ser a través de la inflamacién
peripancreatica, los canales linfaticos retroperitoneales o los drenajes

venosos portal y sistémico del pancreas®?.
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La implicacién de los neutrofilos en la patogenia de la lesiéon
pulmonar en la pancreatitis aguda se ha estudiado mediante histologia,
determinacion de mieloperoxidasa, deplecion de neutrdfilos y

752% an  animales de

administraciéon de anticuerpos anti-neutrdfilos
experimentacion. En todos los estudios se evidencia un acumulo
manifiesto de neutrdéfilos a nivel pulmonar en el curso de la pancreatitis y
sugieren que la lesion pulmonar estd mediada por la actividad de los
mismos porque su deplecidn o bloqueo previene la aparicion de las
lesiones.

Una vez reclutados los neutréfilos en el pulmoén, la lesion tisular se
produce por varios mecanismos. Estos incluyen la liberacién de enzimas
lisosomales y el estrés oxidativo mediante la generacion de RLO (Oo.,
H>0O,, OH') en cantidad capaz de exceder la capacidad secuestradora de
la SOD y la catalasa, provocando dafno en el parénquima pulmonar y
fundamentalmente en las células endoteliales por destruccion de su
membrana basal. Ello viene refrendado por estudios experimentales que
demuestran que el tratamiento de animales con enzimas antioxidantes
protege de la lesién pulmonar™. La generacién de RLO parece ser
también esencial para aumentar la adherencia entre los neutréfilos y las
células endoteliales, y para la infiltracion de los espacios alveolares por
células inflamatorias.

La actividad de los neutréfilos también se ha asociado a la puesta
en marcha del metabolismo del acido araquidonico en la pancreatitis
aguda experimental, tanto por la via de la ciclooxigenasa, cuyos

elementos con excepcidon del tromboxano no son “per se” especialmente
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proinflamatorios, como por la via de la lipooxigenasa, que si genera un
gran numero de agentes proinflamatorios. Producto de esta ultima via es
el leucotrieno B4, potente agente quimiotactico de neutroéfilos que a nivel
pulmonar produce constriccion de las vias aéreas e interactua con las
prostaglandinas vasodilatadoras para producir un aumento de la
permeabilidad vascular. El nivel de prostanoides en pulmén aumenta de
forma significativa tras 12 horas de la induccién de una pancreatitis. Si
este hecho se valora conjuntamente con un aumento del edema local,
todo ello sugiere la activacion de mecanismos inflamatorios. Los cambios
observados en la prostaciclina (6-keto-PGF4,) y los metabolitos del
tromboxano B, generados por células endoteliales y plaquetas
respectivamente, sugieren alteraciones en la microcirculacion y pueden
ser indicadores de inflamacién en el tejido pulmonar. Por otra parte, un
estudio experimental observa niveles disminuidos de prostanoides en
pulmén a las 6 horas de la induccion de la pancreatitis®. Ello podria
suponer la presencia de un inhibidor endégeno de los eicosanoides, y en
concreto podria tratarse de la IL-6, citoquina de accion retardada que
ejerce un efecto inhibitorio en ciertos prostanoides. Las modificaciones en
los niveles de eicosanoides detectadas a nivel pulmonar se evitan cuando
antes de inducir la pancreatitis aguda experimental se realiza un shunt
porto-cava, lo que significa que también en este aspecto de la respuesta
inflamatoria tras una pancreatitis, el higado desempena alguna funcién.
Sin embargo, no se conocen con exactitud las alteraciones pulmonares de
los prostanoides en las fases mas iniciales de la pancreatitis aguda y si el

LTBs desempena realmente una funcidn como agente quimiotactico de
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neutroéfilos en el desarrollo de la lesion pulmonar por la pancreatitis aguda.
En un reciente estudio experimental, los niveles pulmonares de LTB4 no
se modificaron tras la induccidon de una pancreatitis aguda, lo que pone en
duda el papel del metabolismo de la 5-lipooxigenasa del acido
araquidénico en el proceso inflamatorio pulmonar secundario a la
pancreatitis aguda®”.

Las similitudes entre el fracaso pulmonar y multiorganico que
aparecen en la pancreatitis aguda severa y el que surge en otras
situaciones como la sepsis, traumatismos o grandes quemados ha hecho
surgir la hipétesis de que son los mediadores de la respuesta inflamatoria
sistémica, que estan muy aumentados en estas situaciones, los que
provocan la activacion de las células inmunolégicas de los 6rganos a
distancia y que la sobre-estimulacién o respuesta incontrolada de estas
células daria lugar a las lesiones titulares que inducirian al fracaso de los
diferentes 6rganos. Los mediadores de la inflamacién serian asi el nexo
de unién entre la lesidon pancreatica, un proceso aparentemente local, y la
lesion de los 6rganos a distancia que hacen de este proceso una
enfermedad sistémica.

En la actualidad existen bastantes evidencias de que mediadores
proinflamatorios como el TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8, MIP-2 o IL-10 estan
aumentados en la pancreatitis aguda’®®?°°. La lesién pancreatica produce
y libera gran cantidad de citoquinas a la circulacién sistémica que pueden
activar células inflamatorias circulantes que seran secuestradas por la
microvasculatura pulmonar. Estas citoquinas pueden también alcanzar el

pulmdn a través de la ascitis pancreatica o conductos linfaticos™. Sin
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embargo, durante la pancreatitis aguda experimental, la produccidn
extrapancreatica de citoquinas sigue un patron temporal diferente y
organoespecifico. Los niveles de citoquinas producidas en pulmén son
superiores a los hallados en suero, mientras en otros 6rganos como
rinones, corazén o cerebro no se producen, sugiriendo que son las células
residentes, mas que los neutréfilos circulantes, la fuente de citoquinas®2.

Las investigaciones que implican a los neutréfilos en las lesiones
pulmonares de la pancreatitis han dado lugar a estudios sobre otras
substancias que regulan la interaccién de los neutrdfilos y el endotelio
vascular. Se ha sugerido que la alteracion vascular pulmonar, que cursa
con aumento de la permeabilidad y formacion de edema, puede ser
secundaria a la accién de los neutréfilos activados. En este sentido, el
oxido nitrico (NO) se ha mostrado como un mediador de gran importancia
ya que es capaz de tener un efecto vasodilatador local y de inhibir la
adherencia de los neutréfilos al endotelio o la sintesis de superoxido.
Estas investigaciones resultan controvertidas, ya que por un lado se
atribuye al NO un efecto protector al inhibir la infiltracion pulmonar de los
neutréfilos®’, y por otro un efecto citotéxico resultado de la activacion de
la via de la iINOS de las células inflamatorias y ser segregado en
cantidades masivas®®.

Otras moléculas involucradas en la relacion neutréfilos-endotelio
son las moléculas de adhesion. Un estudios reciente empleando
anticuerpos monoclonales ha demostrado que la pancreatitis induce un
aumento de la expresion de la P-selectina en pulmén, y que este parece

ser mediado por radicales libres generados por la via dependiente de la
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xantinoxidasa liberada por el pancreas lesionado®®. El mismo estudio
indica que la ICAM-1 no sufre modificaciones a nivel pulmonar tras el
estimulo de la pancreatitis, si bien esta molécula se expresa de forma
constitutiva en pulmon a niveles elevados, por o que no se descarta su
participacion en el reclutamiento de neutrdfilos. Por otra parte, al emplear
animales con deficiencia de ICAM-1, la pancreatitis experimental genera
menor lesién pulmonar si bien no afecta el grado de lesion en el
pancreas®”.

La participacion de la XOD pancreatica como inductora de lesion
pulmonar en la pancreatitis ha sido ampliamente estudiada. Esta enzima
es una fuente de estrés oxidativo cuyo origen durante la pancreatitis no ha
sido bien establecido, aunque se sugiere que las células pancreaticas
lesionadas pueden ser fuente de la misma®. Sanfey revelé el valor de los
inhibidores de la XOD para reducir la lesién pancreatica en tres modelos
diferentes de pancreatitis aguda%o. En fases tempranas de la pancreatitis,
la XOD liberada en la circulacién sistémica actua generando RLO vy
promoviendo el reclutamiento de neutréfilos. Las células del endotelio
pulmonar son extremadamente sensibles a este efecto. Sin embargo, un
estudio empleando heparina, substancia que interfiere en la unién de la
XOD al endotelio y moviliza las reservas de XOD, demuestra que tras la
induccién de una pancreatitis, la administracion de heparina provoca un
aumento en la actividad MPO pulmonar que se correlaciona con un
aumento de actividad XOD, pero este efecto no se aprecia en el grupo
control al administrar la heparina. Ello implica que el aumento de la

actividad XOD plasmatica no es, por si solo, capaz de inducir un proceso
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inflamatorio en pulmén'’. Una posible explicacién a este hecho es que en
el grupo control faltaria el substrato para la enzima, puesto que la
heparina aumenta la actividad XOD sin afectar la concentraciéon
sanguinea de xantina e hipoxantina, substancias producto del catabolismo
de las purinas liberadas por la célula pancreatica lesionada. La especial
sensibilidad de los pulmones a los efectos de la XOD podria deberse a la
presencia de altas concentraciones de oxigeno molecular libre (no unido a
hemoglobina, como ocurre en la sangre), necesario para catalizar las
reacciones de la XOD?®",

La proteina asociada a la pancreatitis (PAP) es un polipéptido

2 en 1984, no detectable en

secretor de 16’6 kDa descrito por Keim?®
pancreas sano pero muy elevado en pancreatitis a partir de las 6 horas de
la induccién, y que supone hasta el 5% de las proteinas secretadas por el
pancreas enfermo. Algunos estudios demuestran que la supervivencia de
los animales tras la pancreatitis experimental mejora al inducir una
respuesta pancreatica al estrés, que implicaria una sobre expresion de
PAP?3. Recientemente un estudio ha implicado a la PAP en la
inflamacion pulmonar tras la pancreatitis aguda245. Ello ocurre al inocular
altas dosis de PAP en la circulacion, lo que provoca una sobreproduccion
hepatica de TNFa, como producto de una respuesta del hepatocito al
estrés inducido por la PAP sugerido por una elevacion concomitante de la
HSP70, mas que como consecuencia de la inflamacién, ya que no se
aprecian cambios en la actividad MPO, ni activaciéon de la P-selectina y

las células de Kupffer permanecen quiescentes. Por lo tanto, parece ser

que bajas concentraciones de PAP actuan como protectoras frente al
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estrés celular, mientras que altas concentraciones como las observadas
en la pancreatitis pueden inducir efectos nocivos.

La compleja cascada de inmunoactivacion en la pancreatitis aguda
no se limita a la inmunidad humoral, sino que los linfocitos se hallan
involucrados en la lesion local pancreatica tanto como en la lesion
sistémica®®’. La lesién pulmonar en la pancreatitis aguda es un campo de
investigacion en plena actividad donde se implican, como hemos visto,
diversos mediadores de la inflamacion y células del sistema inmunoldgico.
Ello explica porque los intentos terapéuticos mediante el bloqueo de un
solo mediador han fracasado hasta la fecha. Las cuestiones de mayor
importancia en la actualidad son averiguar que mediadores actian como
detonantes de la respuesta sistémica y a partir de que células son

liberados.

1.3.4 Importancia del higado en los efectos sistémicos
de la pancreatitis aguda

La medicion a nivel hepatico de diversas substancias relacionadas
con el proceso inflamatorio sistémico provocado por la pancreatitis aguda
en otros 6rganos como el pulmdn, demuestra que el higado no participa
como organo diana de la respuesta inflamatoria. Los niveles de
prostanoides en higado tras la induccidn de una pancreatitis aguda se
muestran basicamente inalterados, si bien existe una disminucién
transitoria de los niveles de TXB,. En concordancia con ello, estudios
experimentales han mostrado que el higado es el 6rgano donde menores

cantidades de malonildialdehido se forman tras la pancreatitis'®
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traduciendo escasa lipoperoxidacion. Tampoco existe aumento hepatico
de la actividad SOD. Los niveles de MPO se muestran inalterados,
traduciendo la inexistencia de un infiltrado inflamatorio. Por otro lado,
estudios sobre metabolismo en la pancreatitis aguda no han demostrado
cambios en las concentraciones de glucosa o lactato o del indice
lactato/piruvato a nivel hepatico, mostrando un metabolismo energético
inalterado a las tres horas de la induccion de la pancreatitis, contrario a lo

que ocurre en el pancreas o la pared intestinal®

. Sin embargo, si existe
cierto grado de estrés oxidativo, traducido por la disminucién de los
niveles de glutation reducido. Esto podria ser debido a la accién de la
xantina y XOD, que estimularia el higado a generar mediadores
proinflamatorios, pero el hecho de que el oxipurinol, inhibidor conocido de
la XOD, no revierta completamente este efecto, sugiere que podrian
existir otras fuentes de RLO%.

Desde el punto de vista histolégico, tras la induccién de una
pancreatitis, a microscopia oOptica en el higado no se observan cambios
en el parénquima y unicamente aparece una discreta perihepatitis,
probablemente consecuencia del proceso inflamatorio desencadenado
por vecindad en el pancreas y peritoneo. No se aprecia formacion de

edema local®

. Todo ello descarta la aparicion de un proceso inflamatorio
local hepatico tras la génesis de una pancreatitis aguda experimental, lo
que denota una mayor resistencia del higado, en comparacién con otros

organos, para hacer frente a la lesion sistémica inducida por la

pancreatitis. En otros estudios, sin embargo, la microscopia electrénica
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demuestra lesiones hepatocelulares y especialmente en las células de
Kupffer”.

A pesar de todo, es conocido que en el fallo multiorganico posterior
a una pancreatitis clinica, la disfuncién hepatica es un aspecto importante.
En otros modelos experimentales se ha demostrado que la lesion
hepatica aparece en fases tardias de la pancreatitis®®. Alteraciones del
contenido de RNA y DNA de los hepatocitos pueden detectarse entre 24 y
48 horas tras la induccion de la pancreatitis. También se han demostrado
alteraciones en la funciéon lisosomal y mitocondrial de las células
hepaticas a las 12 horas de la inducciéon®®. Aun asi, la lesién hepatica
asociada a la pancreatitis no parece debida a un mecanismo inflamatorio.

Diversos estudios experimentales sugieren que el higado participa
de forma activa en la génesis de la respuesta inflamatoria sistémica a la
pancreatitis. La implicacion del higado viene apoyada por el hecho de que
la mayor parte de la sangre procedente del pancreas, y por tanto los
mediadores y metabolitos liberados durante la pancreatitis, alcanza el
higado a través de la vena porta, siendo este el primer érgano de la
economia que recibe los citados mediadores. Grewal realiza uno de los
primeros estudios que evalud esta implicacion hepatica en la respuesta
sistémica a la pancreatitis®®’ determinando el nivel de TNFa en sangre
procedente de la vena porta, vena hepatica y arteria femoral. Mientras en
vena porta y arteria femoral los niveles de TNFa eran elevados, en la
vena hepatica, que recoge la sangre a la salida del higado, los niveles de
mediador estaban significativamente disminuidos. Esto sugiere que en el

higado se produce una degradacion de la citoquina, pero la elevacién
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detectada en arteria femoral sugiere la existencia de otra fuente de
produccion de TNFa en el curso de la pancreatitis, que podria ser el
pulmoén. Estos resultados concuerdan con estudios previos en los cuales
se ha sefalado una reduccion del 31% del TNF marcado radiactivamente
tras su paso por el higado en un modelo de shock séptico®®®. Por el
contrario, en un estudio posterior, Gloor muestra unos niveles de
citoquinas mas elevados a nivel de la vena hepatica y en la circulacion
sistémica que en la vena porta'™. La razon de esta discrepancia entre
ambos estudios no es clara. Este estudio también sugiere que hay una
produccion extrapancreatica de citoquinas, que podria ocurrir a nivel
hepatico y postula que son las células de Kupffer hepaticas las
responsables de la sobreproduccion de citoquinas en la vena hepatica
tras la pancreatitis. Esta aseveracion la demuestra mediante el
tratamiento, previo a la induccién de la pancreatitis, de un grupo de
animales con cloruro de gadolinio, agente que bloquea las células de
Kupffer. En este grupo de animales los niveles de citoquinas a nivel de
vena hepatica y porta no muestran diferencias y asi mismo la respuesta
sistémica pulmonar se halla atenuada. Bautista investigoé los efectos de
una dosis no letal de TNFa en un modelo aislado de perfusion hepatica en
la rata, hallando que el TNFa actuaba selectivamente sobre las células de
Kupffer y no sobre hepatocitos, células endoteliales hepaticas vy
neutrofilos hepaticos o circulantes para provocar la liberacidon de anion
superoxido'™®. Otros estudios han hallado produccién hepatica de
citoquinas tras su produccién en el pancreas inflamado'® y en la misma

linea demuestran que la elastasa pancreatica induce la produccion de
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TNF en las células de Kupffer via la activacién del NF-kB y que este TNF
es el responsable de la ulterior lesién hepatocitaria y pulmonar'*. Las
células de Kupffer son pues un objetivo de los mediadores que alcanzan
el higado y también una fuente de substancias nocivas que contribuye al
desarrollo de la respuesta sistémica en la pancreatitis aguda.

Recientes estudios experimentales demuestran que |Ia
sobreproducciéon de mediadores de origen hepatico derivados de los
macrofagos titulares, como el TNF, IL-1B o NO causan lesiones
hepatocelulares y a nivel pulmonar. Es conocido el efecto citotoxico del
TNF sobre el hepatocito, por la inhibicién “in vitro” de la respiraciéon
mitocondrial hepatocitaria o la induccion de la apoptosis celular. La
prevencion de la producciéon de estos mediadores mediante la pacificacion
de los macréfagos atentia la lesiéon hepatocelular’'? pero no la elimina
completamente, lo que sugiere que existen otros mecanismos lesivos,
como la apoptosis inducida por la ascitis pancreatica mediada por la p38
proteinquinasa activada por mitégenos (p38-MAPK) y la caspasa-3°°.

Otras evidencias a favor de la participacion del higado en la
potenciacion de la cascada inflamatoria en la pancreatitis surgen de la
realizacion de un shunt porto-cava previo a la pancreatitis, causando la
derivacion de la sangre portal procedente del pancreas e impidiendo su
paso a través del higado y provocando una serie de cambios en la
respuesta sistémica a nivel pulmonar®®®. No se produce el aumento en la
MPO pulmonar caracteristico de la pancreatitis, reflejando la ausencia de
infiltrado inflamatorio. Ello induce a pensar que el higado esta implicado

en la liberacion de algun agente con poder quimiotactico pulmonar, bien
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directamente o a través de la estimulacién de los macréfagos alveolares.
El shunt porto-cava también previene el aumento de sintesis de
prostaciclina y TXB, inducido en pulmon por la pancreatitis, asi como el
aumento de FLA, en plasma o el descenso pulmonar de la SOD®. Sin
embargo, la realizacion del shunt conlleva cambios y alteraciones
funcionales hepaticas, la mayoria de aparicion tardia como elevacién de
las GOT y LDH, o niveles altos de eicosanoides (PGE;, PGFy,), y necrosis
del parénquima hepatico de localizaciéon preferentemente centrolobulillar.
Esta lesion también aparece en los animales con shunt porto-cava
sometidos a pancreatitis. Ademas, se producen alteraciones
hemodinamicas que podrian ser responsables de la disminucion del
edema pulmonar tras la induccion de pancreatitis. En cualquier caso, el
modelo de shunt porto-cava implica la idea de que los mediadores
inflamatorios generados por la pancreatitis podrian ser especificos para
determinadas células hepaticas, ya que su llegada directa al pulmén a
través del shunt no estimula la inflamacién pulmonar.

Tras lo expuesto en esta seccion, aun se necesitan mas estudios
para clarificar el papel exacto del higado en los cambios pulmonares

inflamatorios asociados a la pancreatitis aguda.
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1.4 Modelos experimentales de inflamacién

pancreatica / pancreatitis aguda

La inaccesibilidad del pancreas humano durante las fases
tempranas de la pancreatitis aguda, ha provocado que la mayor parte del
conocimiento fisiopatolégico de la enfermedad se deba a estudios
experimentales. El primer modelo de pancreatitis aguda puede atribuirse a
Bernard, que en 1856 indujo la pancreatitis por inyeccion de bilis y aceite
de oliva en el conducto pancreatico de un perro'®. En las ultimas décadas
se han desarrollado, en diferentes especies animales, diversos modelos
de pancreatitis experimental, incluyendo la inmunoldgica, la inducida por
secretagogos, la inducida por dieta, o por ligadura del conducto
pancreatico, o mediante inyeccion intraductal de substancias, o por lesion
microvascular, y todos ellos han contribuido al mejor conocimiento de la
fisiopatologia de la enfermedad y en la busqueda de opciones
terapéuticas.

Generalmente, estos modelos difieren en el resultado de la
pancreatitis que producen, asi como en la relevancia clinica o patogénica
respecto a la pancreatitis humana. Sin embargo, no existe un modelo
perfecto que recreé la enfermedad humana. Algunos agentes, empleados
comunmente para la produccién de una pancreatitis aguda experimental,
como la ceruleina o la dieta deficiente en colina, o los suplementos de
etionina, no causan pancreatitis en humanos. Asi mismo, los modelos
basados en la inyeccion de bilis se basan en el efecto detergente del

acido, ya que la bilis por si sola no activa los zimdégenos. Recientemente
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se han estudiado las diferencias segun el tipo de muerte de la célula
acinar que producen los distintos modelos de pancreatitis. Asi, la
apoptosis es el hecho predominante en los modelos que presentan
formas leves de la enfermedad, como la ceruleina, la ligadura ductal en
ratas o la isquemia-reperfusion, mientras que la necrosis es caracteristica
de formas graves como la deficiente en colina o la inducida por
taurocolico®””.

Todos estos modelos son simples herramientas de la investigacion,
para ayudar en el conocimiento de los fendmenos ocurridos en la
iniciacién y progreso de la pancreatitis. Hoy en dia existen dos grandes
grupos de modelos experimentales en pancreatitis aguda: 1) las técnicas
“ductales”, que intentan explicar la fisiopatologia de la pancreatitis como
secuela de una obstruccion del conducto pancreatico, bien sea por reflujo
biliar, obstruccidén-hipersecrecion o reflujo duodenal y las técnicas
“celulares”; y 2) las técnicas “celulares” en los que la activacién enzimatica
se origina dentro de la propia célula acinar. Otros modelos
experimentales, no incluidos en estos grupos, incluyen el pancreas
aislado, perfundido ex vivo, la pancreatitis autoinmune y la isquemia-

reperfusion pancreatica.

1.4.1 Modelos ductales de pancreatitis aguda

1.4.11 Modelo de infusiéon ductal retréograda

El modelo de infusion retrégrada de sal biliar (taurocolato sédico)
en ratas es uno de los mas estudiados. Reproduce el reflujo de bilis al

conducto pancreatico que se produciria por la obstruccién a nivel ampular.
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Este método requiere anestesia general, laparotomia y canulacion del
conducto pancreatico a través del borde antimesentérico del duodeno. El
modelo de pancreatitis por taurocolato reproduce los cambios
morfologicos y fisioldgicos de la forma mas severa de la enfermedad
humana®®.

La gravedad y mortalidad de la pancreatitis inducida por el acido
taurocélico depende de la concentracion, volumen y cantidad de sal biliar
administrada asi como de la presion de infusion. De este modo, la infusién
de taurocolato al 3% (0’2 ml/ 100 gr de peso corporal) causa una
mortalidad del 8% en las primeras 24 horas y del 25% en las primeras 72
horas. Si la concentracion es del 45% la mortalidad asciende hasta un
72% en las primeras 24 horas y si es del 5% la mortalidad es del 82% en
las primeras 24 horas y del 100% en las primeras 31 horas?”®. Sin
embargo, pese a estas diferencias en mortalidad, el grado de lesion
pancreatica producido por el taurocolato sddico al 3 o al 5% no difiere de
forma significativa. La diferencia parece radicar en el mayor grado de
actividad mieloperoxidasa a nivel pulmonar'®.

El taurocolato produce una elevacion inmediata de las
prostaglandinas, por su efecto sobre la estabilidad de la membrana'’®.
Entre los hallazgos histoldgicos destacan cambios macroscédpicos como el
edema pancreatico, hemorragia, necrosis pancreatica y peripancreatica,
asi como formas exudativas peritoneales macro y microscopicas. El hecho
que caracteriza este modelo de pancreatitis es la disrupcién de las

membranas y destruccion de la célula acinar, lo que indica que enzimas
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proteoliticas activadas como la tripsina pueden ser responsables de una
elevacion en la XOD™°.

La pancreatitis aguda experimental también puede inducirse por la
inyeccién retrograda de otras substancias, como la lisolecitina al 0'8%.
Este procedimiento siempre se acompana de una severa necrosis del
parénquima pancreatico, ascitis hemorragica y necrosis grasa
intraabdominal. Histologicamente, a los 30 minutos de la induccion se
observa una necrosis parcheada del pancreas con marcado edema
intersticial. La necrosis se expande y se asocia a hemorragia e infiltrado
inflamatorio hacia las 60 horas. A las 72 horas se produce un remplazo de
la necrosis por fibroblastos, la neogénesis del epitelio ductal y la
formacion de estructuras similares a acinos. Entre los cambios que
aparecen en érganos extrapancreaticos con este modelo destacan los del
pulmén, donde a las 12 horas se aprecian micro y macroatelectasias,
edema e infiltracion celular de la pared alveolar y estrechamiento de los
bronquiolos. En este modelo de pancreatitis, la supervivencia es del 50%

en las primeras 48 horas y del 30% en 72 horas®’".

1.4.1.2 Modelo de obstruccion ductal / hipersecrecion

La simple ligadura del conducto pancreatico produce atrofia del
tejido acinar y la estimulacion concomitante con secretina produce
ademas un edema pancreatico y necrosis grasa con aumento de la
presion intraductal y aparicion de enzimas pancreaticos en los linfaticos y
vasos sanguineos que drenan el pancreas.

El grado de lesidn producido por este modelo de pancreatitis

depende de la especie animal a la que se aplique, asi en la rata resulta en

127



Introduccion

una forma relativamente leve de pancreatitis mientras en la zarigieya
resulta letal. La diferencia estriba en el tipo de muerte celular que causa el
modelo en los dos animales. Mientras en la rata se produce basicamente
apoptosis, el grado de necrosis de la célula acinar de la zarigleya es
mucho mas elevado®’.

Actualmente, este modelo se utiliza poco para el estudio de la
pancreatitis aguda. Dado que la obstruccion ductal por periodos
prolongados de tiempo conduce a una importante pérdida del tejido acinar

y fibrosis, parece un modelo mas util para el estudio de la pancreatitis

cronica obstructiva®’®.

1.41.3 Modelo de ligadura duodenal

Descrito por primera vez por Seidel en 1910, este modelo fue
disefado con la idea de manipular lo minimo el pancreas y reducir el
trauma quirurgico que se produce en los modelos de induccién ductal
retrograda. Se ha utilizado en perros, observando un edema pancreatico a
las 4 horas, pequenas areas de hemorragia en la cabeza pancreatica las
9 horas en toda la glandula pasadas las 11 horas. Para explicar la lesién
pancreatica hay varias hipotesis, desde que es el resultado de una lesidn
vascular o la afectacion de una vasculitis hasta que la sobredistension del
duodeno puede condicionar el reflujo duodenal, que contiene enzimas
activados, al conducto pancreatico. Este modelo puede aplicarse a otros
animales, como la rata, pero existen dudas de su validez para el estudio
de la pancreatitis aguda ya que se ha observado necrosis de la pared
duodenal y sepsis peritoneal y pancreatica asociada a bacteriemia,

incluso en pancreatitis de grado leve, y este hecho no es tipico de la
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pancreatitis aguda humana. Pese a ello se ha aplicado para estudiar el

efecto de los glucocorticoides en la pancreatitis aguda®’*.

1.4.1.4 Modelo de perfusiéon ductal

Este modelo fue descrito por reber en 1979 en gatos y precisa la
canulacion del conducto pancreatico tanto en la cabeza como en la cola
de la glandula.

La barrera mucosa del conducto pancreatico normalmente previene
la difusion de HCOs3™ del jugo pancreatico a la corriente sanguinea. El flujo
de aniones HCOs y CI" se puede determinar antes y después de la
perfusidn ductal con determinadas substancias como bilis infectada o
estéril, etanol, acido acetil salicilico o acido clorhidrico. Este modelo es
muy valido para el estudio de agentes implicados en la patogénesis de la

pancreatitis aguda.

1.4.2 Modelos celulares de pancreatitis aguda

1.4.21 Modelo de pancreatitis inducida por dieta

En 1975 Lombardi observd que ratones hembra jévenes
alimentados con una dieta deficiente en colina y suplementada con DL-
etionina al 0'5% desarrollaban una pancreatitis aguda letal en los 5
primeros dias*’. La pancreatitis se caracterizaba por una necrosis masiva
del parénquima exocrino con intensa hemorragia y reaccion inflamatoria
estromal.

La secuencia de alteraciones histolégicas y ultraestructurales
demuestra que en este modelo se bloquea la exocitosis normal, llevando

a una acumulacion de granulos de zimogeno dentro de las células
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acinares. Posteriormente los lisosomas se fusionan con estos granulos de
zimégeno, fenémeno conocido como crinofagia. Esto resulta en la
formacion de grandes vacuolas que contienen tanto zimdégenos
pancreaticos digestivos como hidrolasas lisosomales, que son capaces de
activar el tripsindgeno. La pancreatitis parece deberse a la activacion
intraparenquimatosa de los zimégenos, resultado de la actividad sinérgica
de la deficiencia de colina con la toxicidad basica de la etionina sobre la
célula acinar pancreatica.

La severidad y mortalidad de este modelo puede reducirse
mediante la limitacion de la dieta, tanto en cantidad como en tiempo. Las
ventajas de este modelo son la facilidad de induccion y el no requerir
intervencidn quirargica. Como desventajas requiere la presencia de
estrégenos y la potencial hepatotoxicidad de la dieta. Pese a las
diferencias en patogénesis, este modelo experimental es muy parecido a
la pancreatitis grave de los humanos, tanto en apariencia histolégica
como en parametros clinicos (ascitis, acidosis, hipoxia, hipovolemia) como

bioquimicos, siendo grande su utilidad y aplicabilidad®”.

1.4.2.2 Modelo de hiperestimulaciéon con ceruleina

La administracion en la rata de dosis supramaximas de ceruleina,
analogo de la colecistoquinina-pancreozimina, induce una pancreatitis
aguda intersticial. Los granulos de zimdégeno y el contenido vacuolar son
liberados, no en la superficie apical de la célula, sino en el borde
basolateral y en el espacio intersticial. De esta forma se produce el edema
intersticial caracteristico de este modelo. Histolégicamente aparecen,

ademas del edema intersticial, un infiltrado inflamatorio y necrosis acinar.

130



Introduccion

Estos cambios ocurren al cabo de una hora del inicio de la infusién con
ceruleina, llegando a su pico maximo a las 12 horas y posteriormente
disminuyendo a las 24 horas. La hiperestimulacion produce una
pancreatitis leve y reversible. Otras ventajas de este modelo son que se
realiza con técnicas no invasivas, las lesiones inflamatorias son
distribuidas de manera homogénea y evita la rapida y severa necrosis, lo
que la convierte en especialmente apropiada para el estudio de la célula
acinar. En humanos hay dos formas de pancreatitis por estimulacion
supramaxima de la célula acinar, la ingestién de anticolinesterasa y el
veneno de escorpion.

En 1992, Schmidt desarrollo un modelo experimental que
combinaba la ceruleina endovenosa con dosis bajas de acido
glicodeoxicélico intraductal’’®. Este modelo permite que la severidad sea
progresiva en el tiempo, facilmente modulada y su morfologia parecida a
la pancreatitis humana.

Una observacion caracteristica del modelo de pancreatitis por
ceruleina es que no produce cambios en el nivel de xantinoxidasa'>®. Ello
indica que enzimas proteoliticas, como la tripsina, pueden activar
zimoégenos y la fosfolipasa Az, pero que no se afecta la compartimentacion
subcelular, no pudiendo estas mismas enzimas actuar sobre el citoplasma
y la XOD. La fuente de RLO en este modelo no es la célula acinar
destruida sino las células inflamatorias. La muerte celular no es
generalizada y tras la administracion de ceruleina, la inflamacion
desaparece. Este modelo de pancreatitis en ratas se asocia con una

lesién pulmonar reversible caracterizada por lesidén sobre las células del
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endotelio pulmonar y alveolo capilar secundaria a RLO producidos por

neutrofilos’®.

1.4.3 Otros modelos de pancreatitis aguda experimental

1.4.3.1 Modelo de isquemia-reperfusiéon pancreatica

La infusion intraraterial de microesferas de 8-20 um puede
provocar en perros una pancreatitis grave por obstruccion irreversible de
arteriolas terminales. La utilizacion de particulas mas grandes provoca
unicamente edema glandular, probablemente porque la oclusién de vasos
mas proximales permite la circulacion colateral®”’.

No hay evidencias de que la oclusion temporal (inferior a una hora),
parcial o completa de la circulacién pancreatica, por si sola sea capaz de
inducir una pancreatitis grave. En estos experimentos solo se han
producido moderados cambios histolégicos y funcionales completamente
reversibles. Por otra parte, si estda demostrado que la isquemia,
superpuesta al edema pancreatico conduce a una pancreatitis grave. Asi,
la oclusion arterial durante 15 minutos, tras la induccidn de una
pancreatitis leve mediante ligadura ductal o hiperestimulacion resulta en
necrosis del parénquima pancreatico. Ello puede deberse a la alteracion
del metabolismo energético pancreatico®’®.

En la actualidad existen modelos de isquemia completa,
normotérmica, in situ sobre un fragmento de cola pancreatica de ratas,

mediante la obstruccion selectiva de los vasos esplénicos tras infusion de

suero salino. A las 2 horas de la reperfusion existe un aumento de la
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lipasa sérica y lesion histologica. Este modelo concreto permite la infusiéon
selectiva a este segmento pancreatico de diversas substancia®’®.

Mas adelante en esta obra se dedica un capitulo al modelo de
trasplante pancreatico experimental, haciendo énfasis en la fisiopatologia

de la isquemia-reperfusién pancreatica.

1.4.3.2 Pancreas ex vivo perfundido y aislado

En este modelo, descrito por primera vez en 1977 por Saharia, el
pancreas es aislado por un corto mufién de duodeno. Se colocan
catéteres de perfusion en la arteria esplénica, en la arteria mesentérica
superior y en la vena porta. También se canula el conducto pancreatico.
Las pancreatitis biliar, endlica e isquémica se pueden reproducir mediante
obstruccién parcial del conducto con estimulacién de secretina, infusion
de acidos grasos libres y con isquemia caliente durante 2 horas. Se
presentan alteraciones funcionales a partir de las 2 horas. Dada su
complejidad, elevado coste econdmico y de preparacion, es un modelo no

ampliamente aceptado.

1.4.3.3 Modelo de pancreatitis inmune

En 1955, Thal indujo una pancreatitis a conejos sensibilizados a la
ovoalbumina mediante la inyeccién de esta sustancia provocando la
reaccion de Arthus. Posteriormente se han administrado endotoxinas
bacterianas de manera sistémica e intraductal resultando pancreatitis con

necrosis y hemorragia (reaccion intrapancreatica de Schwartzmann).
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1.5 Sindrome de isquemia-reperfusion

La lesidn por isquemia-reperfusion (I/R) es un proceso complejo
que se inicia cuando el organo se ve privado temporalmente de flujo
sanguineo (isquemia) y se manifiesta de forma predominante tras el
posterior restablecimiento del flujo (reperfusion). Esta lesidén tiene dos
componentes fundamentales, la lesién de isquemia per se debida a la
hipoxia, y la lesion de reperfusién provocada por la sintesis de diversos
mediadores inflamatorios.

En condiciones de oxigenacion normal, la sintesis de diferentes
substancias se realiza mediante ciclos metabdlicos aerdbios, cuyo
resultado es la obtencion de energia en forma de adenosina trifosfato
(ATP) y metabolitos facilmente eliminables como el CO, y el agua. En la
fase de isquemia, la falta de oxigeno conduce al metabolismo anaerdbico,
con un rendimiento energético inferior y un incremento de otros
metabolitos, como la hipoxantina o el acido lactico. La acidosis resultante
altera la cinética normal de las enzimas y la célula se ve privada de la
energia necesaria para mantener la homeostasis. La deplecion de ATP
produce una alteracion de las bombas sodio/potasio y calcio, perdiéndose
el gradiente a través de las membranas celulares. Estos fendmenos
provocan una alteracion de las organelas citoplasmaticas y de la
integridad de la membrana, que puede desencadenar la activacion de
proteasas y la muerte celular®’.

En la fase de reperfusion, al restablecerse el flujo sanguineo,
ocurren dos procesos beneficiosos: se restituye el aporte de energia y se

eliminan los metabolitos toxicos. Sin embargo, en esta fase se producen
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diferentes mediadores que inducen una respuesta inflamatoria inmediata,
con la consiguiente alteracion de la microcirculacion y lesion tisular. Entre
los mediadores proinflamatorios involucrados destacan los RLO, el TNFa,
los eicosanoides y las endotelinas. Sus manifestaciones mas evidentes
son la acumulacion y adherencia de neutrdfilos, la agregaciéon plaquetaria,
la vasoconstriccion y el aumento de la permeabilidad vascular®®. En
varios modelos experimentales de isquemia, como la muscular
esquelética, miocardica o hepatica la generacion de TNF podria depender
de los leucotrienos y fragmentos del complemento generados localmente
en el érgano isquémico®®'. Para otros autores, la generaciéon de TNF se
produciria durante la fase de isquemia, siendo responsable de la lesion
local®®?. El bloqueo de la sintesis de TNF en este modelo de isquemia de
musculo esquelético solo seria eficaz si se administra previo a la fase de
isquemia y atenuaria la lesidon por I/R localmente, no impidiendo la
infiltracién pulmonar por leucocitos ni la lesidn hepatica. El mismo efecto
se observa al bloquear el TNF con auto-anticuerpos tras la I/R
intestinal’®>. Ello pone de manifiesto que la lesién sistémica de la I/R es
debida a multiples factores.

Son numerosos los estudios que han evaluado el papel del TNF en
la lesidon por I/R. El bloqueo del TNF previene el shock, la disminucion del
indice cardiaco y la hiporeactividad vascular®*. EI TNF potencia la
expresion de ICAM-12%, E-selectina®®® y VCAM-1 en la célula endotelial y
regula la expresion del complejo CD18. Mediante estos mecanismos

participa del reclutamiento de neutrdfilos en el pulmén y otros érganos.
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A raiz de los cambios acaecidos en la fase de isquemia, cuando se
produce un aumento de substrato (hipoxantina) y la conversion de la
enzima XOD, en presencia del oxigeno aportado por la reperfusion se
generan los RLO. Estos fendbmenos se han representado en la figura 14.
La importancia del oxigeno en la lesiéon por I/R fue determinada hace
tiempo en estudios que probaban que la repercusiéon hipdxica del tejido
isquémico causaba muy poca lesion?®’. Pero otra fuente potencial de RLO
es la NADPH oxidasa asociada a la membrana plasmatica de los
leucocitos polimorfonucleares circulantes. Estudios recientes han
demostrado que la célula endotelial es muy vulnerable a la I/R. De este
modo, la lesién primaria de la I/R se manifiesta en la célula endotelial, se
amplifica por la presencia de neutrdfilos implicados a raiz de la
quimiotaxis procurada por los RLO (generados por la xantina oxidasa) o
por la propia lesidon endotelial. La activacion de los neutréfilos incrementa
la lesion celular y la liberacion de RLO (figura 21). Este esquema
reproduce cambios moleculares y bioquimicos que son caracteristicos de
una respuesta inflamatoria. La intensidad de esta respuesta en el tejido
postisquémico puede ser de tal magnitud que la lesién por reperfusion se
manifieste en érganos a distancia como el pulmén y termine con el
desarrollo de un SIRS?®. Ejemplo de ello son los estudios de Colletti
sobre I/R hepatica que inducen la liberacion sistémica de TNFa
provocando lesion pulmonar y secuestro de neutrofilos®®.

En la isquemia-reperfusion, la lesion de la microcirculacion es de
una importancia critica. En las arteriolas se produce un deterioro de la

relajacion del musculo liso mediada por el 6xido nitrico. En los capilares
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un incremento de la permeabilidad y una disminucién del numero de
capilares prefundidos. En las vénulas postcapilares se producen los
cambios mas importantes, presentando un aumento en la adhesién y
migracion leucocitaria, agregacion leucocito-plaquetar, extravasacion de

albumina y generacion de RLO.

Célula endotelial Vaso sanguineo

ATP

|

Hipoxia

Isquemia

Lesion
0 tisular

OH -

H,0,

Factores
quimiotacticos

NAQ’ NADP

Infiltracion tisular por neutréfilos

Reperfusion

Figura 21. Sindrome de isquemia-reperfusion.

Recientemente se ha establecido una relacion entre el NO y la
produccion de RLO en la célula endotelial. En condiciones normales, las
células endoteliales presentan un equilibrio en el que el flujo de NO
excede la produccion de RLO. Ello permite al NO tamponar los escasos

niveles de superéxido, reducir el tono arteriolar, prevenir la agregacion

137



Introduccion

plaquetar y minimizar las interacciones adhesivas entre leucocitos y
superficie endotelial. Tras la reperfusion de un tejido isquémico, los
niveles de RLO exceden las capacidades de NO?®®. Se ha postulado que
los RLO reaccionan con la célula endotelial para inducir la sintesis de
mediadores (PAF, LTB4), promover la expresion y activacion de
glicoproteinas de adhesién (ICAM, ELAM), e inactivar el NO derivado del
endotelio (que actia como molécula antiadhesion enddgena)®®. El papel

de la célula endotelial en la lesion por I/R se resume en la figura 22.

Isquemia-reperfision
Via de la XOD
v
Peroxidacion lipidica » Produccion de RLO
Liberacion de
v proteasas
LESION DE LA CELULA ENDOTELIAL Adhesion y migracion de
'/ l \ \ neutrofilos
4 NO ¥ PGI, Activaciondel Citoquinas  Expresion de moléculas
+ Endotelina TXA, complemento  IL-1, IL-6 de adhesion, ICAM-1,
LTB, C3a, Cha IL-8, TNF ICAM-2, ELAM
T \ \ / I
Vasoconstriccion y Quimiotaxis de Neutréfilos activados
agregacion plaquetar neutréfilos expresando integrinas
CD11/CD18

Figura 22. Papel de la célula endotelial en la lesion por isquemia-reperfusion.

La funcidn del NO en la isquemia-reperfusion aun no esta del todo
aclarada. Existen diversos estudios contradictorios, y las diferencias entre
ellos solo pueden explicarse parcialmente por la utilizacion de diferentes
modelos de I/R en distintos 6rganos. Asi por ejemplo, Benz demuestra el
efecto protector del nitroprusiato sddico (donante de NO) en las fases

iniciales de la reperfusion al provocar una mejora en la microcirculacion
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en relacién a su efecto vasodilatador®®2°’

. Nuestro grupo demostro, sin
embargo, que la inhibicion de la sintasa del NO atenua la lesion
postisquémica en el pancreas®®?.

Recientemente se ha demostrado que la expresion de la iNOS
durante la reperfusion contribuye significativamente al desarrollo de la
lesién pancreatica®®.

Las alteraciones microcirculatorias de la I/R provocan el deterioro
de la perfusion nutritiva capilar y el acumulo y adherencia de neutrdfilos
en las vénulas postcapilares. Estos dos fendmenos han sido ampliamente
estudiados y se conocen como el fenémeno de “no-reflujo” y la “paradoja

de reflujo”®*. El

fendbmeno de “no reflujo” causa isquemia tisular
persistente y no parece una alteracion primaria de la reperfusién capilar
sino la consecuencia de un corto periodo de reperfusiéon seguido de
isquemia. Se debe a la progresiva obstruccién de la microcirculacion y se
correlaciona con el tiempo de isquemia. Puede reducirse por la
administracién de agentes fibrinoliticos al inicio de la reperfusion, lo que
sugiere que la aposicion de fibrina impide la apertura de los vasos, sin
embargo existen otras teorias que intentan explicar, como la
hemoconcentracién local o el edema de las células endoteliales®®. La
‘paradoja de reflujo” se define como un deterioro secundario de la
perfusion nutricional provocado por la adherencia masiva de neutrdfilos a
la pared capilar y corresponderia a una isquemia terciaria, con un
aumento de la permeabilidad vascular a macromoléculas. Este proceso se

inicia en la reperfusién pero es también dependiente del tiempo de

isquemia. Ambos fendmenos se han demostrado por microscopia
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intravital pero su efecto en la oxigenacion tisular estimado por oximetria
tisular continua no se ha identificado?*®.

El pancreas es un 6rgano muy sensible a la isquemia y la hipoxia.
La isquemia-reperfusién del pancreas perfundido ex vivo induce edema
en la glandula pancreatica. Estudios experimentales han demostrado que
no hay cambios aparentes en el pancreas tras 1 hora de isquemia sin
reperfusion®®’. Los cambios microscépicos en la glandula tras dos horas
de I/R incluyen edema intersticial, hemorragia focal e infiltracion
granulocitaria. A microscopia electronica, las lesiones pancreaticas tras el
mismo tiempo de isquemia-reperfusion revelan lesion de la célula acinar
con degeneracidon  vacuolar, extensién irregular del reticulo
endoplasmatico, mitocondrias hinchadas y pérdida de la estructura de la
cromatina®®. Los cambios aumentan de forma gradual al transcurrir el
tiempo de reperfusion. Asi, a las 48 horas aparece condensacion de la
célula acinar, con nucleo pequefo, separandose de las células periféricas
intactas por un halo indicando procesos de apoptosis, con poca evidencia
de necrosis. La apoptosis es una caracteristica particular de los modelos
experimentales de I/R, aunque se ha apreciado en otros modelos de
pancreatitis experimental, como la ligadura ductal o la inducida por dieta.

En la I/R pancreatica, la apoptosis puede ser detonada por los RLO
0 por citoquinas en la lesidon por reperfusién y parece ser un proceso
paralelo aunque independiente de la infiltracion por neutrdfilos. En el
primer supuesto ello ocurre en las fases iniciales de la reperfusion e
involucra a las mitocondrias. En el caso de la activacion por citoquinas,

esta puede ocurrir varias horas tras la reperfusion. El papel exacto de la
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apoptosis en la I/R es aun desconocido. Algunos autores han demostrado
que la lesion por I/R a nivel renal o cardiaco se reduce cuando se
administrar agentes antiapoptéticos antes de la reperfusién en modelos
de isquemia caliente en ratones®®. Otros han argumentado que al
bloquear la apoptosis tras un periodo de isquemia cerebral, las células
lesionadas no se recuperan y continuan liberando substancias
proinflamatorias que las llevaran a la necrosis®®.

La lesion pulmonar por la I/R tisular se caracteriza por un edema no
cardiogénico, aumento de la permeabilidad capilar y acumulo de
neutréfilos, que han migrado al pulmén tras ser activados por mediadores
liberados por el tejido reperfundido, provocando engrosamiento intersticial
pulmonar®®',

En resumen, la lesion por isquemia-reperfusién se atribuye a la
generacion de RLO durante la reperfusibn con la subsiguiente
peroxidaciéon lipidica de las membranas celulares. Ello resulta en la
generacion de potentes mediadores quimiotacticos, liberacion de
citoquinas, activacion del complemento y proteasas, expresion endotelial
de diversas moléculas de adhesién y activacion y atraccidon de neutrofilos.
La lesién endotelial es un factor contribuyente en la manifestacion de la
lesion organica postisquémica debida a un desequilibrio entre substancias

vasoconstrictoras y vasodilatadoras.

1.5.1 Papel de la isquemia en la pancreatitis aguda

La relacidn entre la isquemia pancreatica y la pancreatitis fue
descrita por primera vez en 1886, cuando Panum inyectdé gotas de cera

en las arterias del pancreas generando una pancreatitis aguda
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hemorragica. Tras la inyeccidn intraarterial de microesferas, la severidad
de la pancreatitis resultante depende del tamafio de las particulas®®®.

El mecanismo lesivo de la isquemia-reperfusion parece participar
en la fisiopatologia de la pancreatitis aguda. La lesion isquémica sobre el
pancreas ocurre en numerosos supuestos clinicos, como la cirugia
cardiaca, el shock hipovolémico o el trasplante pancreatico. Numerosos
estudios experimentales prueban que los procesos isquémicos de la
glandula pancreatica inducen pancreatitis aguda, con elevacion de
enzimas pancreaticas, edema intersticial e infiltracion por células
inflamatorias®®. Algunos investigadores han demostrado también que un
cierto grado de hipoperfusién del tejido pancreatico ocurre durante la
pancreatitis>®>.

Para examinar los efectos toxicos sobre el pancreas de los RLO
generados tras I/R, un estudio experimental propuso ligar la arteria
mesentérica y el tronco celiaco en animales de experimentacion por
diferentes tiempos, para posteriormente liberarlas y recuperara el flujo. En
el grupo que prolongé la isquemia 60 minutos los niveles de amilasa y
lipasa se multiplicaron por 6 al medirlos 7 horas tras la reperfusion. En el
grupo con 30 minutos de isquemia los niveles no cambiaban respecto a
los controles. Histolégicamente, se observd vacuolizacién de las células
acinares pancreaticas solo en un grupo de ratas con 7 horas de isquemia.
En animales con 60 minutos de isquemia y perfusion continua de SOD
(3600 U/Kg/hora), la secrecién de amilasa y lipasa disminuyo al 25 % de

los grupos sin SOD. Estos resultados confirman que los RLO generados
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tras la isquemia-reperfusion lesionan el pancreas y que el uso de la SOD
reduce los niveles de amilasa y lipasa®®.

Existen multiples evidencias de un paralelismo entre las lesiones
de pancreatitis aguda e isquemia-reperfusion. Asi, otro modelo murino ha
demostrado que los niveles de NO y la expresion de la NOS tras la I/R
pancreatica estan elevados en pancreas y pulmén, induciendo lesién
pancreatica®®.

La acidosis es una caracteristica de la isquemia tisular. En un
intento por mantener las reservas energéticas mediante la sintesis de
ATP a partir de glicégeno, el pH intracelular desciende secundariamente a
la acumulacién de &cido lactico y fosfatos inorganicos por glicdlisis
anaerobia. Esta acidosis celular aumenta el potencial de la catepsina B,
que actua a un pH 6ptimo de 3’8, para activar el tripsinégeno intracelular.
Esto podria explicar la presencia de tripsina extraluminal activada como
un evento temprano en la patogénesis de la pancreatitis aguda. Ademas,
la acidosis lleva a la activacién de endonucleasas, que pueden inducir la
fragmentacion de la cromatina en el nucleo y lesion celular por apoptosis.
Durante la reperfusiéon se produce un flujo masivo de calcio al interior de
la célula, favorecido por los defectos de la membrana debidos a la pérdida
de fosfolipidos secundaria a la peroxidacion lipidica provocada por los
RLO. El calcio provocara lesién celular por activacién de las fosfolipasas y
a su vez provocara lesiones de la membrana celular®®.

En la pancreatitis aguda, tanto clinica como experimental, se
producen cambios en la microcirculacién que contribuyen a la isquemia

glandular. A su vez, la caracteristica de circulacién arterial terminal que
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presentan las arteriolas intralobulares sugiere que la microcirculacion
pancreatica es altamente susceptible a la lesion isquémica. Varios
mediadores vasoactivos como la bradicinina, el FAP, endotelina y NO
participan en el desarrollo del fracaso microcirculatorio®®®. Kusterer
describié algunos aspectos importantes sobre los cambios
microcirculatorios en la pancreatitis inducida por acido taurocélico, como
el aumento de la permeabilidad vascular, la vasoconstriccién arterial
intralobular, isquemia, estasis de la perfusion capilar, reperfusion y
adherencia de los leucocitos al endotelio de las vénulas interlobulares®”’.
Asi mismo se produce coagulacion intravascular y trombosis. La
infiltracién inflamatoria participa de la lesion isquémica. Los leucocitos se
adhieren al endotelio vascular formando placas que reducen el flujo
sanguineo ocluyendo microvasos. Todo ello sugiere que la isquemia
actua posiblemente como un factor iniciador de la lesidon microcirculatoria
en la pancreatitis aguda, o al menos como un mecanismo agravante o
perpetuante. Actualmente existe la tendencia a considerar la I/R como un
cofactor que convierte un estimulo inicial sobre el pancreas en una
pancreatitis severa, mas que en una causa por si sola. Parece que la
isquemia hace a la célula acinar mas susceptible a lesiones por estimulos
que induzcan la activacion de la autodigestion por proteasas.

Sin embargo, el papel exacto de la isquemia en la patogénesis de
la pancreatitis aguda es aun desconocido. Algunos estudios demuestran
que la isquemia tiene poco efecto sobre el pancreas, mientras otros han
demostrado asociacion con la lesidon pancreatica. En el pancreas, la lesién

se aprecia habitualmente tras isquemia completa, lo que en clinica es
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poco frecuente. La isquemia pancreatica provoca lesiones en la célula
acinar, causando la activacién de lisosomas y enzimas digestivas que
llevan a la autodigestion glandular®®. La pancreatitis cronica experimental
se caracteriza por disminucion del flujo sanguineo pancreatico, descenso
del pH intersticial y disminucidon de la oxigenacién del tejido pancreatico,
todos ellos hallazgos consistentes con mecanismos de isquemia-
reperfusion. La pancreatitis aguda se asocia también a una reduccion del
flujo sanguineo pancreatico, con evidencia de generacion de radicales
libres, que también sugieren la posible participacion de un sindrome de
isquemia-reperfusion®®.

En diferentes modelos experimetales de I/R, los resultados del
analisis de la glandula pancreatica tienen una importante variabilidad. Asi,
la isquemia pancreatica, seguida de 1 hora de reperfusion muestra una
pancreatitis con un edema inter e intralobular moderado, algun foco de
hemorragia, pero escaso infiltrado inflamatorio por leucocitos y ausencia
de necrosis, o al menos inferior al 15% de las células acinares®®. Sin
embargo, una isquemia de dos horas seguida de reperfusién pancreatica
por 5 dias lleva al desarrollo de una pancreatitis aguda con necrosis y
hemorragia verificadas histologicamente y con una mortalidad del 50%.
Los cambios morfolégicos son compatibles con la pancreatitis clinica
grave, con la pancreatitis grave experimental y con la pancreatitis tras el
trasplante?’®>"°. Parece ser que la maxima intensidad de los signos de
lesion pancreatica se observan entre el primer y segundo dia de la
reperfusion, y que a partir del décimo dia aparecen signos de

regeneracion pancreatica con una apariencia similar a la pancreatitis
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crénica®’!. Estos y otros estudios similares, realizados con microscopia
por fluorescencia intravital indican que la I/R completa induce lesién
microvascular, y que la gravedad de esta lesién dependera de la duracion
de ambas fases®'?,

Recientemente un estudio ha evaluado el efecto de |la
administracion de factor de crecimiento epidérmico (EGF) en el curso de
una pancreatitis aguda inducida por I/R. EI EGF ejerce una influencia
beneficiosa y ello parece deberse a la reduccion en la activacion de la
cascada pro-inflamatoria de las interleuquinas, la mejora del flujo
sanguineo pancreatico y el aumento del crecimiento de las células
acinares®"®.

La figura 23 resume los mecanismos fisiopatologicos de la

pancreatitis inducida por isquemia-reperfusion.

1.5.2 Trasplante de pancreas experimental

La técnica del trasplante de pancreas experimental ofrece la
posibilidad de estudiar problemas técnicos del trasplante, pero también
cuestiones inmunolégicas o nuevas terapias inmunosupresoras. Desde la
descripcion del injerto duodeno-pancreatico con anastomosis porto-
sistémica y duodeno-yeyunal por Lee en 1971°' han aparecido otros
modelos de trasplante pancreatico experimental, si bien los mejores
resultados en cuanto a supervivencia de animales e injertos, asi como
funcionalismo endocrino y exocrino se obtienen con este modelo'. El
principal inconveniente de esta técnica es la mortalidad, principalmente

debida a trombosis vascular, pancreatitis del injerto y hemorragia®'®.
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Figura 23. Fisiopatologia de la pancreatitis mediada por isquemia-reperfusion.

A pesar del enorme progreso en técnica quirlrgica e
inmunosupresion, la pancreatitis del injerto es un problema clinico de
primera magnitud y puede suponer la pérdida del injerto®”. La
fisiopatologia de la pancreatitis del injerto aun no es del todo conocida
aunque parece claro que la I/R es un factor patogenético de primer orden.
El pancreas es un érgano con un intrinsecamente reducido bajo flujo

sanguineo comparado con otros érganos, y para algunos autores el
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deterioro de la microcirculacion en las fases iniciales de la reperfusion es
crucial en el desarrollo de la lesién por I/R*'®. La disfuncién microvascular
postisquémica incluye deterioro de la perfusion capilar y activacion
leucocitaria®'®. Estas alteraciones microvasculares podrian ser debidas en
parte a un aumento en la produccién local de eicosanoides. Hace afnos
que se demostraron las alteraciones del metabolismo del acido

araquidonico después del trasplante pancreatico experimental'’,

con
elevacion del LTB4, PGE>, y confirmando la relacion entre los RLO, la
fosfolipasa A, y los eicosanoides. Otros estudios relacionan la elevacion
de PGl, y TXA; con el rechazo celular de aloinjertos®®. Pi vy
colaboradores demostraron que la xantina oxidasa no era la unica fuente
de RLO en un modelo de trasplante pancreatico al inhibir su accion a nivel
del endotelio mediante el alopurinol contenido en la solucion de
preservaciéon de la Universidad de Wisconsin®?'. La infiltracion
polimorfonuclear masiva tras la reperfusion parece tener un importante
papel en el desarrollo de la lesion y podria ser el nexo de union entre la
I/R y la respuesta inflamatoria. De hecho es conocido que el sistema de la
oxidasa dependiente de NADPH en la membrana de los neutrdfilos es una
fuente muy importante de aniones superdxido. Ademas se ha
comprobado que la inhibiciéon de la elastasa de los neutroéfilos disminuye
la acumulacion de estas células tras la reperfusion del injerto duodeno-
pancreatico en el trasplante experimental, reduciendo la lesion por I/R3%2,
La N-acetilcisteina interfiere la produccién de RLO al inhibir las

granulocitos activados, ademas de inducir la sintesis de glutation y por

ambas cosas su aplicacion experimental disminuye la lesion por I/R>%.

148



Introduccion

La lesion estructural y funcional de la glandula pancreatica debida a
la I/R tras el trasplante se caracteriza por la ya citada acumulacién y
adherencia leucocitaria, agregacion plaquetaria, vasoconstriccion y
alteraciones de la permeabilidad capilar que puede cuantificarse con
microscopia de fluorescencia intravital®®*.

La patogénesis de las alteraciones microcirculatorias de la I/R
pancreatica es multifactorial. Un mecanismo esencial es el desequilibrio
entre dos de los mediadores vasoactivos mas potentes, la endotelina
1(ET-1) y el NO. La endotelina juega un importante papel regulador en la
microcirculacion pancreatica, no solo mediando la lesién local sino
también las alteraciones sistémicas. Ademas de propiedades vasoactivas,
esta molécula posee influencias en la secrecién de citoquinas por los
monocitos, habiéndose demostrado que induce una expresion elevada de
mRNA de IL-6 en animales sometidos a trasplante pancreatico
experimental via la activacion del NF-kB. El bloqueo del receptor de la ET-
1 reduce la lesion por I/R en el trasplante pancreatico experimental en
cerdos®**. Por otro lado, la formacion de 6xido nitrico (NO) en la isquemia-
reperfusion asociada con el trasplante de pancreas puede modular la
respuesta inflamatoria. Durante la isquemia se produce un aumento del
calcio intracelular y la NOS es una enzima dependiente del calcio que
genera oxido nitrico de la conversion de I-arginina a citrulina. El efecto
nocivo del NO puede relacionarse a su reaccion con RLO, induccion de la
sintesis de eicosanoides y lesidn por lipoperoxidacion. Diversos estudios

han demostrado la accion del NO sobre substancias vasoactivas como la

prostaciclina o la endotelina. La inhibicién de la sintesis de NO en un
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modelo experimental de trasplante pancreatico evitd los incrementos en
endotelina, prostaciclina e infiltracion leucocitaria. La administracion de
endotelina tras inhibir la sintesis de NO revirtid el efecto, resultando un

325 Estos resultados

aumento de la mieloperoxidasa y 6-keto-PGFqq
sugieren que los efectos del NO en la lesion por I/R asociada al trasplante
de pancreas son mediados por la induccion de la sintesis de endotelina.
Ademas, la preservacion mediante solucién de Wisconsin no protege
frente a las acciones derivadas del NO?®'. Por otra parte, la inhibicion de
la produccién de NO solo se ha mostrado eficaz en prevenir el dafio por
I/R tras periodos de isquemia cortos (6 horas), sugiriendo que tras
periodos de isquemia mas prolongados (12 horas) otros mediadores
proinflamatorios son inducidos y participan de la lesion®%.

Sin embargo, el papel del NO es controvertido y para otros autores
ejerce un efecto beneficioso en la lesion por I/R tras el trasplante de
pancreas experimental. Asi, el tratamiento con L-arginina, substrato de la
produccion de NO, durante la reperfusidn provoca un incremento de la
perfusion pancreatica. Concentraciones elevadas de NO se relacionan
con un aumento de los diametros de los capilares acinares, tienen
propiedades anticoagulantes por inhibicion de la agregacion y adhesién
plaquetar y mitigan el efecto de los RLO%’. La L-Arginina puede inhibir la
acumulacioén de neutréfilos en el pancreas y por ello tener efecto protector
en la IR tras el trasplante pancreatico®.

El verdadero papel del NO en la isquemia-reperfusion no esta aun

esclarecido. Parece ser que los efectos citotoxicos son relevantes en
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periodos de isquemia cortos, mientras que los efectos beneficiosos se
aprecian en periodos de isquemia prolongados.

La expresidon endotelial aumentada de ICAM-1 tras el trasplante se
correlaciona positivamente con el deterioro microvascular. Importantes
cambios inflamatorios tienen lugar en las primeras 6 horas
postreperfusion. La aplicacion profilactica de anticuerpos monoclonales
contra ICAM-1 reduce la lesion por reperfusién y previene la ocurrencia de
pancreatitis del injerto®?°.

La fase inicial de la pancreatitis del injerto parece secundaria a una
alteracion de la via secretora, como ocurre en la pancreatitis aguda
inducida por ceruleina. La modificacion de la integridad celular por el
desequilibrio entre proteasas y antiproteasas causado por la hipoxia lleva
a la activacion del sistema lisosomal, con crinofagia y necrosis celular'°.
Mediante la comparacién entre las caracteristicas histolégicas vy
bioquimicas de isoinjertos y aloinjertos, puede sugerirse que la lesion por
isquemia-reperfusién inicia la pancreatitis por la generacion de RLO, y
que la transformacion a necrosis pancreatica en aloinjertos refleja el papel
de factores quimiotacticos inmunes y secrecion extracelular de proteasas
activadas®®. En la actualidad existe la creencia de que la apoptosis
contribuye de un modo importante a la muerte celular en la lesion por
I/R**'. La apoptosis de la célula acinar se ha demostrado en el rechazo de
aloinjertos en trasplante clinico de pancreas>*? y en la lesion experimental
por I/R caliente®®,

Recientemente se ha otorgado un papel a las proteinas de shock

térmico (HSP) en la reduccion de la lesion por isquemia-reperfusion. Estas
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moléculas previenen la lesion y/o aceleran los procesos de reparacion.
Estudios inmunohistoquimicos demuestran expresion de HSP90 en
injertos pancreaticos de trasplante experimental en perros empleando
solucidon de preservacion de Wisconsin, mientras que no hay alteraciones
de HSP70 ni HSP32. Ello puede deberse a que la HSP90 se expresa de
forma constitutiva, mientras que las otras dos moléculas son inducibles®®,

Los estudios hasta ahora realizados con modelos trasplante
pancreatico se centran en los efectos locales de la I/R pancreatica. No
existen estudios que valoren la implicacion del higado en la respuesta

sistémica a dicha lesion.
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La pancreatitis aguda es una enfermedad inflamatoria que puede
presentar asociada una compleja respuesta sistémica. La evolucion de la
enfermedad puede depender de la intensidad de dicha respuesta. Las
teorias fisiopatologicas sobre los mecanismos que desencadenan la
pancreatitis aguda y sus complicaciones sistémicas se basan en la accién
de enzimas activados tanto a nivel local como sistémico.

Entre las complicaciones sistémicas inmediatas de la pancreatitis
aguda grave, las alteraciones respiratorias se presentan hasta en un 60%
de los casos, siendo la causa de muerte temprana (dentro de la primera
semana) en el 70% de los casos. Estas manifestaciones clinicas vy
radiolégicas respiratorias son indistinguibles del sindrome del “distrés”
respiratorio del adulto (SDRA)***. La patogénesis del fallo pulmonar se
fundamenta en dos puntos basicos que no tienen relacion con los factores
etiologicos de la pancreatitis aguda: el aumento de la permeabilidad

vascular y la activacion de los leucocitos polimorfonucleares. La lesion
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tisular pulmonar seria el resultado del dafo endotelial secundario a
productos derivados de los neutrdfilos’%**. El fracaso pulmonar parece
ser un proceso en el que la liberaciéon de mediadores lleva a un efecto de
amplificacion “en cascada”, aunque actualmente los mecanismos
responsables de la lesion pulmonar no son completamente conocidos y
entre los factores inductores de la lesidon se han implicado a los enzimas
pancreaticos, fosfolipasa A, activada y a mediadores de la inflamacién
como los radicales libres de oxigeno, los prostanoides, el factor de
necrosis tumoral, las interleuquinas y el éxido nitrico. La respuesta
inflamatoria sistémica secundaria a una pancreatitis aguda seria similar a
la que ocurre en la sepsis.

Nuestro grupo ya ha demostrado recientemente que el higado
juega un papel importante en el desarrollo de la lesiéon pulmonar inducida

por la pancreatitis aguda®?*°.

Segun estos datos, en la pancreatitis
experimental el hecho de que casi todos los enzimas y mediadores
liberados por el pancreas al plasma circulen a través del higado antes de
su dilucién en la circulacion sistémica, sugiere que este paso podia ser
determinante en el desarrollo de la lesion inflamatoria sistémica. Los
enzimas proteoliticos y substancias inflamatorias provenientes de la
sangre portal tras una pancreatitis grave podrian, a su paso por el higado,
inducir la sintesis de TNFa, oxido nitrico y otros mediadores que
desencadenarian una liberacion “en cascada”® de factores que
desarrollarian lesiones en zonas alejadas del pancreas. El pulmén seria el

organo que primero manifiesta el proceso lesional. Trabajos realizados

por nuestro grupo han demostrado que al realizar en el animal de
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experimentacion una derivacion porto-sistémica previa a la induccion de la
pancreatitis, (evitando asi el paso hepatico de mediadores
proinflamatorios), se previene el desencadenamiento de Ila lesién
pulmonar, por la falta de respuesta inflamatoria de los macréfagos
alveolares y la ausencia de elevacion de mediadores de inflamacion
aguda a nivel pulmonar®®. El higado se constituye en el érgano del que se
originarian los factores que desarrollarian la lesién pulmonar.

Por otra parte, la isquemia-reperfusién de la glandula pancreatica
genera una respuesta inflamatoria local con caracteristicas similares a la
aparecida en la pancreatitis aguda. Estos datos se han obtenido a partir
de los modelos experimentales de isquemia-reperfusion pancreatica,
utilizando en la mayor parte de casos el trasplante isogénico de pancreas.
Sin embargo, los efectos sistémicos provocados por la lesién inflamatoria
glandular tras la I/R asi como la participacién del higado en su génesis
son poco conocidos. En el modelo de trasplante heterotdpico
experimental de duodeno-pancreas descrito por Lee®'* el drenaje venoso
portal se hace a la vena cava. En este caso los mediadores
proinflamatorios implicados alcanzarian la circulacion sistémica sin paso
previo a través del higado.

Nuestra investigacion pretende realizar un estudio comparativo de
la respuesta inflamatoria sistémica de dos situaciones que implican la
lesién pancreatica: la pancreatitis por administracion intraductal de
taurocolato sddico y la lesion de isquemia-reperfusion después de un
trasplante isogénico heterotdpico de pancreas. Con la utilizacion de este

ultimo modelo podremos conocer la posible amplificacién de la respuesta
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sistémica al inducir una pancreatitis del injerto con la administracion
intraductal de taurocolato sédico. En esta circunstancia también se podria
conocer la influencia de factores pancreatotréficos en las alteraciones

sistémicas de la pancreatitis aguda.
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1.

Objetivos

Estudiar las respuestas local y sistémica, a nivel hepatico y pulmonar,
producidas tras la induccion de una pancreatitis aguda por
administracion intraductal de taurocolato sodico y la realizacion de un

isotrasplante pancreatico heterotopico experimental.

. Realizar un estudio comparativo entre la respuesta sistémica a la

inflamacion pancreatica en un modelo de pancreatitis aguda en
pancreas nativo y la resultante tras la pancreatitis aguda de un injerto

de trasplante pancreatico.

Estudiar la modificacion de la respuesta sistémica a la inflamacion

pancreatica en presencia de tejido pancreatico viable.
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4 Material y métodos

4.1 Animales de experimentacion

Para la realizacion de este proyecto de investigacion se han
utilizado ratas macho de la cepa Lewis (Charles River Laboratories,
Bélgica), albinas, con un peso corporal medio de 250 - 300 gr,
histocompatibles para excluir el efecto del rechazo inmunolégico, vy
mantenidas en el estabulario del Centro de Investigacion y Desarrollo de
Barcelona (Consejo superior de Investigaciones Cientificas, CSIC), al
menos durante una semana antes de su utilizacion, a una temperatura
ambiental de 21+ 2 °C, con una humedad relativa del 70% y un ritmo luz /
oscuridad de 12 horas. Su alimentacién se realizé con pienso A0O4 Panlab
(Reus, Tarragona, Espafia). Todos los estudios se realizan de acuerdo
con la Directiva 86/609/CEE de la Unién Europea para el uso de animales

de experimentacion.
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4.2 Anestesia

Previamente a las intervenciones quirurgicas, los animales fueron
sometidos a anestesia general mediante la inyeccion intraperitoneal de
uretano al 10% (10 mg en 100 ml de suero fisioldgico) a dosis de 1 ml/
100 gr de peso corporal. El procedimiento anestésico se muestra en la

figura 24.

Figura 24. Procedimiento anestésico.
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4.3 Modelos experimentales

4.3.1 Modelo de pancreatitis aguda inducida con
taurocolato sédico

La pancreatitis aguda se induce mediante la administracion
intraductal de taurocolato sodico al 5% segun el método descrito por
Aho?®®. Tras la induccién anestésica se realiza una laparotomia subcostal

transversa (figura 25).

Figura 25. Laparotomia transversa subcostal.
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Con una aguja se realiza un orificio en el borde antimesentérico del
duodeno, a través del cual se introduce una canula (Clay Adams PE10, de
0'6 mm de diametro exterior) con la cual se buscara la papila de Vater
para, atravesandola, situarse en la porcion proximal del conducto

biliopancreatico®* (figura 26).

Figura 26. Canulacion del conducto biliopancreatico a través del borde antimesentérico
del duodeno.

Posteriormente se obstruye el conducto hepatico con un clamp
vascular durante la induccién de la pancreatitis (figura 27). Tras la
canulacion y clampaje se administra, mediante una bomba de infusion
(Harvard Instruments, Edembridge, UK), una solucion de taurocolato
sédico (Taurocolato acido, sal de sodio, T-0750, Sigma Chemical, San
Louis, MO) al 5%, a dosis de 0'"1 ml por cada 100 gr de peso corporal y

con una velocidad de infusién de 0'3 ml por minuto. El resultado de dicha
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infusién puede apreciarse de forma casi inmediata (figura 28). Por ultimo

se realiza el cierre de laparotomia con puntos sueltos de seda 2/0.

Figura 28. Aspecto del pancreas tras infusion de sal sddica de acido taurocdlico al 5%.
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4.3.2 Modelo de trasplante pancreatico isogénico
heterotépico

Para la realizacion del trasplante pancreatico isogénico
heterotdpico se realizo la técnica descrita por Lee®™ y modificada por
nuestro grupo>°.

La operacién en la rata donante para la extraccién del injerto se
inicia mediante una incision de laparotomia transversa subcostal. Se
expone el marco colico para ligadura y seccién de la arteria colica media.
Se diseca parcialmente el pancreas de los tejidos vecinos rechazando el
epiplon mayor y estdbmago en direccion craneal. Se realiza la extirpacion

del bazo (figura 29).

Figura 29. Diseccion y exéresis del bazo.
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Se seccionan la arteria y vena coronaria estomaquicas entre

ligaduras para la posterior transeccién del es6fago (figura 30).

Figura 30. Exposicién del esofago.

Se realiza la diseccion de la arteria hepatica y el conducto
pancreatico (figura 31), lo que permite la exposicién de la vena porta
(figura 32). Se procede entonces a la ligadura de los vasos de la curvatura
mayor gastrica y a la extirpacion del estbmago tras ligadura duodenal
postpilorica (figura 33). El siguiente paso es la diseccion, ligadura vy
seccion de arteria renal derecha (figura 34). En este momento se diseca,
para posteriormente seccionar la vena mesentérica superior a nivel del
angulo duodeno-yeyunal y se procede a la seccion de la tercera porcion

duodenal en su unién con yeyuno (figura 35). Entonces se retira del
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campo operatorio el resto del tubo digestivo. Se continua con la diseccion,
ligadura y seccion de vena suprarrenal izquierda, apertura del peritoneo
parietal posterior y diseccién de aorta abdominal desde su entrada en el

abdomen hasta la arteria renal izquierda.

Figura 32. Exposicion de la vena porta.
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Figura
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Figura 34. Exposicién de arteria renal derecha.
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Figura 35.Seccion de la union duodenoyeyunal.

La diseccion, ligadura y seccidén de arterias lumbares (figura 36)
permite la individualizacién de un segmento de aorta que incluye el tronco
celiaco y la arteria mesentérica superior, los dos aportes vasculares del
injerto duodeno-pancreatico (figura 37). Se procede a la oclusion de la
aorta por encima del tronco celiaco mediante un clamp y a la perfusion del
injerto desde un punto inmediatamente inferior a la aorta infrarrenal con 5
cc de solucién de Wisconsin (ViaSpan, Bristol-Myers S.A. Madrid) a 4°C
(figura 38). Si la perfusion es correcta se produce la palidez inmediata y
total del injerto de duodeno-pancreas, procediéndose entonces a la
seccion de la aorta entre el clamp y el tronco celiaco, seccidon de la porta
a nivel de su insercion en el parénquima hepatico sobre la bifurcacion y
ligadura del cabo distal de la aorta proximalmente al punto de inyeccion

de la perfusion.
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Figura 37. Individualizacion del segmento adértico con aporte vascular al pancreas.
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Figura 38. Perfusion del injerto.

El injerto duodeno-pancreatico (figura 39) se mantiene almacenado en
refrigerador en un recipiente con un bafio de solucidon de Wisconsin a 4°
de temperatura, durante unos 30 minutos, tiempo necesario para la

preparacion del animal receptor.

Figura 39. Injerto de duodeno-pancreas, mostrando la vena porta.
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La intervencion quirargica del implante en el receptor se realiza
mediante laparotomia transversa subcostal colocando el injerto en
situacién heterotopica. Se rechazan el intestino delgado y el colon
situandolos fuera del abdomen. Se realiza la diseccidn de la aorta y vena
cava infrarrenales, liberando sus planos posteriores e individualizandolas

entre si (figura 40).

Figura 40. Diseccion de aorta y cava infrarrenales.

Se coloca un clamp tipo Satinsky que ocluye ambas estructuras
vasculares (figura 41) y se procede a la apertura longitudinal de la vena
cava inferior y de aorta con bisturi de hoja n® 11 (figura 42). Se realiza la
anastomosis vascular termino-lateral entre vena porta del injerto y cava
inferior del receptor con suturas continuas de seda (Mersilk®) de 7/0

(figura 43).
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Figura 42. Apertura longitudinal de la cava inferior.

172



Material y métodos

Figura 43. Anastomosis termino-lateral venosa de la porta del injerto con la cava del
receptor.

Posteriormente la anastomosis termino-lateral entre la aorta
proximal del injerto y la aorta del receptor se realiza con suturas continuas

de Prolene 8/0 (figura 44).

Figura 44. Anastomosis aorto-aortica termino-lateral.
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Para la realizacion de ambas suturas vasculares se emplea
microscopia Optica (Zeiss. Stemi 2000-C). Por ultimo se realiza la
anastomosis termino-lateral del extremo distal del duodeno del injerto con
un asa yeyunal del receptor mediante sutura con seda 5/0. Una vez
realizado el procedimiento se retira el clamp vascular y se inicia la
reperfusion (figura 45). En ocasiones es necesario realizar hemostasia
mediante aplicacion de gasa. Por ultimo se cierra la laparotomia con

puntos sueltos de seda 2/0.

Figura 45. Reperfusion del injerto duodeno-pancreatico.

4.4 Calculo del tamano muestral

Como en otros ensayos precedentes realizados por nuestro grupo,

se ha escogido como variable mas significativa para el calculo del tamafo
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de la muestra a la lipasa plasmatica. El calculo se ha basado en la
comparacién de los niveles de lipasa plasmatica entre los diferentes
grupos. Datos de estudios previos sobre la lipasa media estimada (600
U/ml) y la desviacion estandar (200 U/ml) del grupo control sugieren una
escala logaritmica de las oscilaciones de esta variable, siendo por tanto
necesaria una estimacion de las medias geométricas y las desviaciones
estandar.

Con la informacion de que se dispone se asume que la media
geométrica es aproximadamente igual al logaritmo de la media aritmética,
y la desviacion estandar era igual al coeficiente de variacion (desviacion
estandar/media) de la variable sin transformar®®’. Por tanto, las
asunciones de las variables transformadas logaritmicamente para el
célculo de la muestra son las siguientes: media estimada en el grupo
control = 6'40, y desviacion estandar del grupo control = 0'33.

Bajo la asuncién de distribucion normal y comparabilidad de
varianzas podemos aceptar diferencias para valores observados en los
grupos con pancreatitis superiores o iguales a la media del grupo control +
2 desviaciones estandar. Por tanto, la diferencia minima que aceptaremos
como significativa sera 0'67 (o que representa unos niveles de lipasa en
el grupo de pancreatitis < 1500 U/ml, aproximadamente).

La muestra minima necesaria, bajo las asunciones anteriores y con
un error alfa global del 5% entre las comparaciones posibles y aplicando
la correccion de Bonferroni para comparaciones multiples, contraste
bilateral de hipotesis y una potencia del 90% (error beta: 10%), es de 8

ratas por grupo. Los calculos se han realizado segun la metodologia
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descrita por Fleiss**® y utilizando el programa estadistico Stata (Stata
Corp. 1999. Stata Statistical Software: Release 6.0 College Station, TX:

Stata Corporation).

4.5 Grupos experimentales

451 Grupo1 (C):

Control. Bajo anestesia general y tras practicar laparotomia transversa se
procede a canular el conducto pancreatico a través del duodeno. El
conducto hepatico se ocluye con un pequefo bulldog y se realiza la
inyeccion intraductal de suero salino al 0,9% en un volumen de 0,1 ml/
100gr mediante bomba de infusion Harvard 22 (Harvard Instruments,
Edenbridge, UK) a 0,3 ml/min. A las 3 horas del procedimiento se lleva

acabo la obtencién de muestras y el sacrificio del animal (n=8).

45.2 Grupo 2 (P):

Induccion de pancreatitis. Bajo anestesia general se practica
laparotomia transversa, se canula el conducto pancreatico y se genera
una pancreatitis en el animal de experimentacidon mediante la inyeccidn
intraductal de taurocolato sédico al 5% (Sigma Chemical Company, St.
Louis, USA) en un volumen de 0,1 ml/100gr de peso empleando bomba
de infusion a 0,3 ml/min®®°. A las 3 horas del procedimiento se lleva acabo

la obtencién de muestras y el sacrificio del animal (n=8).
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4.5.3 Grupo 3 (ST):

Simulacion de trasplante mediante oclusion vascular. Tras la
realizacion de laparotomia transversa bajo anestesia general se procede
a la diseccion de la arteria aorta y vena cava infrarrenales, colocando un
clamp de Satinsky que produce la oclusion total del flujo sanguineo
durante 40 minutos (tiempo estimado de la realizacion del implante en los
grupos de trasplante) y después de lo cual se retira el clamp y se da por
terminado el procedimiento. A las 3 horas del mismo se lleva a cabo la

obtencién de muestras y el sacrificio del animal (n=8).

454 Grupo 4 (STP):

Simulacion de trasplante mediante oclusion vascular con induccién
de pancreatitis. De forma idéntica al grupo anterior se realiza una
oclusion vascular de arteria aorta y vena cava durante 40 minutos. Acto
seguido se procede a inducir la pancreatitis mediante la inyeccion
intraductal de taurocolato sédico al 5% como se describe en el grupo 2. A
las 3 horas se lleva a cabo la obtencion de muestras y el sacrificio del

animal (n=8).

4.5.5 Grupo 5 (T):

Isotrasplante pancreatico. Se realiza la extracciéon del injerto duodeno-
pancreatico en el donante previo al sacrificio del animal y se procede a su
implantacion heterotépica en el animal receptor tras aproximadamente 30
minutos de conservacion en solucion de Wisconsin a 4°C. Para ello se

realizan anastomosis vasculares mediante microscopia Optica (Zeiss.
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Stemi 2000-C). A las 3 horas del procedimiento se lleva acabo la

obtencién de muestras y el sacrificio del animal (n=8).

4.5.6 Grupo 6 (TPN):

Isotrasplante pancreatico e induccion de pancreatitis en o6rgano
nativo. Tras la realizacidon del isotrasplante se procede a la induccion de
la pancreatitis sobre el érgano nativo del animal, del mismo modo al
realizado en el grupo 2. A las 3 horas del procedimiento se lleva acabo la

obtencién de muestras y el sacrificio del animal (n=8).

4.5.7 Grupo 7 (TPI):

Isotrasplante pancreatico e inducciéon de pancreatitis sobre el injerto.
Se realiza el isotrasplante y posteriormente se genera la pancreatitis, del
mismo modo ya descrito, a través del conducto pancreatico del injerto. A
las 3 horas del procedimiento se lleva acabo la obtencion de muestras y el

sacrificio del animal (n=8).

4.6 Obtencion y procesamiento de las muestras

La obtencidén de las muestras se realiza al cabo de 3 horas de
realizar los procedimientos quirurgicos. Este tiempo es el necesario para
objetivar las manifestaciones sistémicas a nivel pulmonar tras la induccion
de la pancreatitis aguda con acido taurocdlico®®*. Se procede a la
reapertura de la laparotomia. Se realiza extraccion de 1cc de sangre
venosa a nivel de vena cava inferior por encima de las venas renales.

Posteriormente se extrae la misma cantidad a nivel de venas
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suprahepaticas. Ambas muestras se colocan en tubos de ensayo
heparinizados y en frio. Posteriormente se toman muestras tisulares de
pancreas nativo e injerto pancreatico, asi como de higado y pulmoén, que
son inmediatamente congeladas en nieve carbdnica, manteniéndose en
congelador a temperatura de —-80°C hasta su procesamiento para
determinaciones enzimaticas. Por separado se toman muestras tisulares
de cada uno de los dérganos y se colocan en formol para su posterior
analisis histoldgico. Una vez obtenidas las muestras se sacrifica al animal.

Las muestras sanguineas se centrifugan a 3000 revoluciones por
minuto, a temperatura de 4°C durante 5 minutos y se obtiene el
sobrenadante que se guarda en congelador a -80°C hasta su

procesamiento.

4.7 Determinaciones enzimaticas

4.71 Determinaciones plasmaticas

4711 Lipasa

La lipasa es una enzima digestiva secretada por el pancreas que
hidroliza los triglicéridos en glicerol y acidos grasos. En el caso de una
pancreatitis aguda, esta enzima se encuentra en elevadas
concentraciones en plasma, lo que permite utilizarla como un marcador de
lesion pancreatica. Para su determinacidon se utilizé un ensayo de lipasa
(Randox Laboratories; UK) que mediante un método turbidimétrico mide

la siguiente reaccion:
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Trioleina + 2 H,0O LPASA . monoglicérido + 2 acido oléico

Con un estandar de la enzima lipasa, la muestra (plasma) y el
substrato de reaccion, el ensayo mide la disminucion de la turbidez en la
muestra a una longitud de onda de 340 nm. La actividad de las muestras
se obtiene en U/l aplicando la férmula:

Actividad estandar X AE muestra

U/l =
AE estandar

4.71.2 Receptor soluble 1y 2 del TNFa
Los niveles circulantes del receptor soluble 1 y 2 del TNFa se
determinaron usando un ensayo ELISA con un kit comercial de la casa

RaD Systems (Mineapolis, MN, USA).

4.7.2 Determinaciones tisulares

4.7.21 Proteinas

La valoracién de proteinas se realizdé con un ensayo de la casa
BioRad (Richmond, California, USA). Se basa en el cambio de color que
presenta un colorante en respuesta a diferentes concentraciones de
proteina. El colorante que se utiliza es una solucion acida de Azul de
Coomasie. A una longitud de onda de 545 nm, se mide el cambio de

absorbancia que sufre el Azul de Coomasie al unirse a proteinas.

4.7.2.2 Mieloperoxidasa

La mieloperoxidasa es una enzima presente en los granulos de los
neutrofilos polimorfonucleares, que puede llegar a representar el 5% del

peso de la célula y que se utiliza como marcador de la presencia de estas
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células en un tejido inflamado. Esta enzima, sin embargo, también esta
presente en otros tipos celulares (monocitos). Su funcion es destruir los
microorganismos fagocitados, o bien, liberada al exterior, crear un
ambiente téxico en la zona infectada. El neutréfilo genera grandes
cantidades de radical superoxido, que se convierte rapidamente en
peréxido de hidrogeno por la superoxido dismutasa (SOD). Entonces, este
peréxido de hidrogeno se aprovecha para reaccionar con cloruro y formar
acido hipocloroso, un potente oxidante con gran capacidad citotoxica.

La reaccion catalizada por la mieloperoxidasa in vivo es la
siguiente:

H20, +CI MPO . HOCI+H.0

El método de medicion se basa en la reaccibn de |la
tetrametilbenzidina (TMB) catalizada por la mieloperoxidasa®*. La TMB es
un andlogo no cancerigeno de la o-dianisidina que se utilizaba
originalmente. Con un tampdén de reaccion conteniendo peréxido de
hidrogeno y TMB, la mieloperoxidasa presente en la muestra cataliza la
reaccion de reduccion de la TMB resultando un producto de color azul. La
medida del incremento de color se realiza espectrofotométricamente a

620nm de longitud de onda.

4.7.2.3 TNFo m-RNA, IL-6 mRNA y HSP mRNA

Los niveles de expresion del mRNA de estos mediadores y
enzimas se determinan por RT-PCR. ElI RNA total se extrae por
homogenizacién del tejido con TRIsol®. EI RNA se cuantifican y su calidad
se evaluan en gel de agarosa. A continuacion, el RNA se amplifica

usando los correspondientes oligonucleétidos y el kit One Step RT-PCR
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de la casa Gibco. EI cDNA amplificado se visualiza en geles de agarosa y
la intensidad de las bandas se determina densitométricamente. La
expresion de P-actina se usa como marcador. La tabla 3 muestra los

oligonucledtidos para la RT-PCR.

Tabla 3. Oligonucleétidos para RT-PCR

5 3
TNF 5-ACT-GAA-CTT-CGG-GGT-GAT-TG-3 5-GTG-GGT-GAG-GAG-CAC-GTA-GT-3
IL6 5-CCG-GAG-AGG-AGA-CTT-CAC-AG-3 5-GAG-CAT-TGG-AAG-TTG-GGG-TA-3
HSP70 5-CAG-AGA-GTC-GAT-CTC-CAG-GC-3 5-AGG-AGA-TCT-CGT-CCA-TGG-TG-3
B-Actina 5-CAC-GGC-ATT-GTA-ACC-AAC-TG-3 5-TCT-CAG-CTG-TGG-TGG-TGA-AG-3

4.8 Estudio histologico

Las muestras de tejido no congeladas fueron procesadas segun el
procedimiento estandar para ser observadas por microscopia Optica.
Inmediatamente después de la extraccidon del organismo, las muestras se
fijan durante un minimo de 24 horas en una solucion tamponada de formol
al 10%. Se incluyen en parafina, se cortan a un grosor de 5 ym vy se tifien
con hematoxilina-eosina para el posterior examen al microscopio. En la
valoracién de las muestras se considerd la presencia de edema, de
inflamacion y necrosis en pancreas y de hiperemia, infiltracion de

neutréfilos y engrosamiento de las paredes alveolares en pulmon.
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4.9 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico descriptivo de las variables cuantitativas
continuas, los resultados se expresan en forma de media + error estandar
de la media. Se realiza una prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov para las variables obtenidas. En caso de hallarse distribuciones
normales las medias se comparan mediante la prueba de Levene para la
igualdad de las varianzas y posteriormente con la T de Student
determinandose el nivel de significacion estadistica con una p <0'05. En
caso de no presentar una distribucion normal las variables se comparan
mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Los caélculos
estadisticos se realizan mediante el programa SPSS for Windows, version

11.5.1, SPSS Inc, Chicago, IL. 1991-2000.
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5 Resultados

5.1 Estudio de la respuesta local y sistémica, a
nivel hepatico y pulmonar, producida tras la
induccion de una pancreatitis aguda por
administracion intraductal de taurocolato
sodico y tras la realizacion de un isotrasplante

pancreatico heterotépico experimental.

511 Niveles de lipasa plasmatica

Los niveles de lipasa plasmatica en U/L, expresados en forma de
media + error estandar de la media se exponen en la tabla 4. La figura 46
ilustra los citados niveles, obtenidos a las 3 horas del experimento, en los
grupos de pancreatitis (P) y de trasplante isogénico (T), en referencia a

los diferentes grupos control.
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Tabla 4. Valores medios de lipasa plasmatica + error estandar de la media en
Unidades/Litro para todos los grupos. C= control, P= pancreatitis, ST= simulacién de
trasplante, STP= simulacion de trasplante y pancreatitis, T= trasplante, TPN= trasplante
y pancreatitis en pancreas nativo, TPI= trasplante y pancreatitis en injerto.

Media de ]
Grupos | lipasa plasmatica Error estandar
de la media U/L
U/L
1(C) 354 ”
2 (P) 2494 498
3(ST) 21 ;
4 (STP) 2220 403
5(T) 558 106
6 (TPN) 3506 578
7 (TPI) 2635 193
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Figura 46. Niveles de lipasa plasmatica en grupos control (C), pancreatitis (P),
simulacion de trasplante (ST, STP) y trasplante (T).
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Se puede apreciar que en los grupos control (C), simulacién de
trasplante (ST) y trasplante pancreatico (T) los niveles de lipasa se
mantienen en rangos considerados normales, por debajo de 600 U/l. Los
grupos C y T presentan valores de lipasa similares entre si (p=0'162) y
aumentados de forma estadisticamente significativa frente al grupo ST,
con una p=0’001 para ambos casos. Los niveles de lipasa en los grupos
con pancreatitis presentan una elevacion estadisticamente significativa
respecto a sus controles sin pancreatitis (C vs. P p=0'001; ST vs. STP
p=0’0005). No existen diferencias significativas al comparar entre ellos los
diferentes grupos con pancreatitis. (P vs. STP p=0’677). El grupo de
pancreatitis presenta una elevacion estadisticamente significativa de
la lipasa plasmatica en comparacion con el grupo de trasplante

(p=0'002).

5.1.2 Niveles de mieloperoxidasa pancreatica

Los niveles de MPO en pancreas para los grupos C, P, ST, STP y
T se ilustran en la figura 47. La expresion de los mismos en mU/mg de
proteina como media t error estandar de la media de cada grupo se
muestran en la tabla 5. Se aprecia una elevacidon estadisticamente
significativa de los niveles de MPO pancreatica entre el grupo control y la
pancreatitis (C vs. P p=0’014). La realizacion de un clampaje vascular no
modifica los niveles de MPO pancreatica respecto al control (C vs. ST
p=0'91), y su presencia tampoco supone diferencias si se realiza
pancreatitis asociada al compararla con la pancreatitis (P vs. STP p=0’5).
Sin embargo, existe diferencia en ambos grupos de clampaje vascular por

la presencia de pancreatitis asociada (ST vs. STP p=0'01).
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Figura 47. Valores de MPO pancreatica en mU/mg proteina para los grupos control (C),
pancreatitis (P), simulacion de trasplante (ST), simulacion de trasplante y pancreatitis
(STP), y trasplante, tanto para el érgano nativo (Tn) como para el injerto (Ti).

Media de' . Error estandar
Grupos MPO pancreatlca de la media
mU/mg proteina
1(C) 2’29 0’19
2 (P) 4’53 0’77
3 (ST) 2'24 042
4 (STP) 393 0’37
5(Tn) 1’96 0’33
5 (Ti) 16’30 3’70
6 (TPNn) 4’89 0’70
6 (TPNi) 15'21 325
7 (TPIn) 2’53 0’47
7 (TPIi) 22’89 4’33

Tabla 5. Valores medios de MPO pancreética + error estandar de la media en mU/mg de
proteina en todos los grupos. En los grupos de trasplante (n= 6érgano nativo, i= injerto).
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La realizacion de un trasplante supone un incremento
estadisticamente significativo de la MPO en el injerto pancreatico
respecto del nivel de MPO en la pancreatitis (grupo P vs. grupo Ti
p=0’007). No existen variaciones en el 6rgano nativo del animal

trasplantado (C vs. Tn p=0'401).

5.1.3 Niveles de mieloperoxidasa pulmonar

Los niveles de MPO en pulmdn en los grupos control, pancreatitis y
trasplante se muestran en la figura 48. La expresion de los mismos en

forma de media + error estandar de la media se exponen en la tabla 6.
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Figura 48. Valores de MPO pulmonar en los grupos control (C), pancreatitis (P),
simulacion de trasplante (ST), simulacion de trasplante con pancreatitis(STP), y
trasplante(T).
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Tabla 6. Valores medios de mieloperoxidasa en pulmoén + error estandar de la media en
mU/mg proteina para todos los grupos a estudio.

Media de . Error estandar
Grupos MPO en puImpn de la media
mU/mg proteina

1(C) 8’6 0’4

2 (P) 11°5 0’8

3 (ST) 8’8 0’4

4 (STP) 12’8 1

5(T) 18’6 19

6 (TPN) 174 1’8

7 (TPI) 14’8 0’6

Se observa un incremento estadisticamente significativo en los
niveles de MPO pulmonar entre los grupos control y pancreatitis (C vs. P
p=0'01). El grupo control no presenta diferencias respecto al grupo de
simulacién de trasplante (C vs. ST p=0’750) La realizacién de un
trasplante implica un importante incremento de la MPO pulmonar
respecto al grupo control (C vs. T p=0’0005), e incluso respecto al

grupo con pancreatitis (P vs. T p=0’004).

5.1.4 Niveles plasmaticos de receptores solubles 1y 2

del TNFa

Los niveles plasmaticos de Rs{-TNFa a nivel de circulacién
periférica (cava inferior) en los grupos control, pancreatitis y trasplante se
muestran en la figura 49. Los valores en forma de media + error estandar

de la media se muestran en la tabla 7.
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Figura 49. Valores de Rss-TNFa en los grupos control (C), pancreatitis (P) y trasplante
(T) para extracciones sanguineas a nivel de vena cava y vena suprahepatica.

Media de Error estandar
Grupos | Rss-TNFa en de la media
pg/ml

1(Cc) 251’5 1102
1(Cs) 2687 56'1

2 (Pc) 446'8 2657

2 (Ps) 560 228’5

5 (Tc) 21272 561

5 (Ts) 2476 443

Tabla 7. Valores plasmaticos medios de Rs;-TNFa + error estandar de la media a nivel
de vena cava inferior (c) y vena suprahepatica (s) en pg/ml para los grupos control (C),
pancreatitis (P) y trasplante (T).
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No existen diferencias significativas entre los tres grupos (C, Py T)
en cuanto a los niveles del receptor a nivel sistémico(C vs P p= 0423; C
vs T p=0759; P vs T p= 1). La comparacién de los niveles de Rs-TNFa
en cava inferior y en las venas suprahepaticas no muestran diferencias en
los grupos control y trasplante. Sin embargo, en el grupo de pancreatitis
se aprecia un incremento del 25% en los niveles del receptor a nivel de
venas suprahepaticas.

Los niveles plasmaticos de Rs,-TNFa a nivel de circulacion
periférica en los grupos control, pancreatitis y trasplante se muestran en la
figura 50. Los valores en forma de media + error estandar de la media se

muestran en la tabla 8.
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Figura 50. Valores de Rs,-TNFa en los grupos control (C), pancreatitis (P) y trasplante
(T) medidos a nivel de vena cava y vena suprahepatica.
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Tabla 8. Valores plasmaticos medios de Rs,-TNFa * error estdndar de la media en pg/ml
para los grupos control (C), pancreatitis (P) y trasplante (T). (c= vena cava inferior, s=
vena suprahepatica).

Grupos Media de Error esténfjar
Rs;-TNFa en pg/ml |  de la media
1(Co) 1155 60
1(Cs) 1355 184
2 (Pc) 1618 279
2 (Ps) 2278 292
5 (Te) 2570 300
5 (Ts) 2557 161

A nivel de cava inferior, los niveles de este receptor en los grupos
control y pancreatitis no difieren de forma significativa (p=0’065). Sin
embargo, los niveles en el grupo de trasplante son muy superiores a los
del grupo control (p=0’001) y a los de la pancreatitis (p=0037). Al
comparar los niveles entre los dos puntos de toma de muestra
observamos que no hay diferencias en el grupo control (p=0'344), ni en el
grupo pancreatitis (p=0'109), ni en el grupo de trasplante (p=0’97). En el
grupo pancreatitis existe un incremento del 29% de los niveles de Rsy-

TNFo a nivel de venas suprahepaticas.

5.1.5 Niveles hepaticos de mRNA de TNFa, IL-6 y HSP 70

La figura 51 muestra la expresiéon hepatica del mRNA del TNFa, IL-
6 y HSP 70 en los grupos control, pancreatitis y trasplante determinados
por RT-PCR. En el grupo control se aprecia la ausencia de trazador para

las tres proteinas. El grupo de pancreatitis expresa de un modo intenso el
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MRNA de la HSP 70, y en menor medida el de TNFa y de IL-6. El grupo
de trasplante expresa intensamente el mMRNA TNFa, y en menor medida

el de IL-6 y HSP 70.

TNF

IL6

HSP70

Actina

O
T
—

Figura 51. Expresion hepatica del mRNA de TNFaq, IL-6 y HSP70 con respecto a la
proteina control (actina), en los grupos control (C), pancreatitis (P) y trasplante (T).

5.1.6 Estudio histolégico

En la figura 52 se presentan las tinciones con hematoxilina-eosina
de la glandula pancreatica del grupo control (C), de aspecto normal y
mostrando solo un moderado edema septal; de la glandula sometida a la
administracion de taurocolato sédico (P), con edema septal importante,
infiltracidon por neutréfilos y una necrosis acinar severa; y de un injerto

pancreatico tras el trasplante (T) presentando un discreto edema
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intersticial, con vacuolizacion de células acinares, areas focales de

necrosis y de hemorragia e importante acumulo de neutrdfilos.

Figura 52. Histologia pancreatica en los grupos control, pancreatitis y trasplante.
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La figura 53 muestra las preparaciones pulmonares tefidas con

hematoxilina-eosina.

Figura 53. Histologia pulmonar en los grupos control, pancreatitis y trasplante.
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El grupo control (C) presenta histologia normal y el grupo
pancreatitis (P) muestra infiltracidon alveolar por neutréfilos y hematies, asi
como un engrosamiento de las paredes alveolares. Los pulmones del
grupo de trasplante (T) presentan un importante engrosamiento septal
alveolar, con colapso de espacios alveolares y hemorragia, con una
infiltracion celular semejante a la del grupo de pancreatitis. El estudio
histolégico pancreatico y pulmonar de los grupos con simulacién de

trasplante fue indistinguible del grupo control.

5.2 Estudio comparativo entre Ila respuesta
sistémica a la inflamacidon pancreatica en un
modelo de pancreatitis aguda en pancreas
nativo y la resultante tras la pancreatitis aguda

de un injerto de trasplante pancreatico.

5.2.1 Niveles de lipasa plasmatica

La figura 54 ilustra los niveles de lipasa en sangre periférica
obtenidos a las 3 horas del experimento en los grupos de pancreatitis (P)
y de trasplante isogénico con pancreatitis en el injerto (TPI). Para ambos
grupos, los valores expresados en forma de media + error estandar de la
media aparecen en la tabla 4. No existen diferencias significativas

entre ambos grupos (p=0’796).
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Figura 54. Valores de lipasa plasméatica en U/L en los grupos pancreatitis (P) y trasplante

con pancreatitis en el injerto (TPI).

5.2.2 Niveles de mieloperoxidasa pancreatica

Los niveles de MPO pancreatica para los grupos de pancreatitis y
trasplante con pancreatitis en el injerto se muestran en la figura 55. La
MPO pancreatica del injerto sometido a pancreatitis es muy superior
a la que aparece en el grupo de la pancreatitis (p=0’004). La MPO en
organo nativo del trasplante sometido a pancreatitis del injerto no difiere
del control (p=0’64). Los valores en forma de media * error estandar de la

media se enumeran en la tabla 5.
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Figura 55. Niveles de MPO pancreatica en el grupo de pancreatitis (P) y en el grupo de
trasplante con pancreatitis en el injerto, tanto en 6rgano nativo (TPIn) como en el injerto
(TPI).

5.2.3 Niveles de mieloperoxidasa pulmonar

La comparacion de los niveles de MPO pulmonar entre los grupos
de pancreatitis (P) y trasplante con pancreatitis en el injerto (TPI) se ilustra
en la figura 56 mostrando una elevacion muy superior de esta enzima
en el grupo de pancreatitis del injerto (p=0’007). Los valores en forma

de media * error estandar de la media se enumeran en la tabla 6.
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Figura 56. Valores de MPO pulmonar en los grupos pancreatitis (P), y trasplante con
pancreatitis en el injerto (TPI).

5.2.4 Niveles plasmaticos de receptores solubles 1y 2

de TNF«x

La comparacion de los niveles de Rs¢{-TNFa en sangre periférica
determinados en los grupos P y TPl se muestran en la figura 57. Los
niveles de receptor son superiores en el grupo de trasplante con
pancreatitis en el injerto, con una p=0’078. La tabla 9 muestra los

valores medios de Rs¢-TNFa en sangre periférica en los grupos a estudio.
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Figura 57. Niveles de Rs;-TNFa en los grupos de pancreatitis (P) y trasplante con
pancreatitis en el injerto (TPI).

Grupos Media de Error estandar
P Rs4-TNFa en pg/ml de la media

1(C) 251 110

2 (P) 446 265

5 (T) 212 56

6 (TPN) 1435 402

7 (TPI) 876 224

Tabla 9. Medias devalores plasmaticos de Rs,-TNFa + error estandar de la media a nivel
de sangre periférica (vena cava inferior) en pg/ml para los grupos control (C), pancreatitis
(P), trasplante (T) y trasplante con pancreatitis en érgano nativo (TPN) o injerto (TPI).

Los niveles plasmaticos de Rs,-TNFa a nivel de cava inferior en los

grupos P y TPI se muestran en la figura 58. Los valores en forma de
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media * error estandar de la media se muestran en la tabla 10. Los
niveles séricos de Rs,-TNFo son superiores de forma significativa en
el grupo de trasplante con pancreatitis en el injerto al compararlos

con el grupo de pancreatitis (p=0’006).
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Figura 58. Niveles de Rs,-TNFa en los grupos de pancreatitis (P) y trasplante con
pancreatitis en el injerto (TPI).

Grupos Media de Error estandar
P Rs2-TNFa en pg/ml de la media
1(C) 1155 60
2 (P) 1618 279
5(T) 2570 300
6 (TPN) 4808 313
7 (TPI) 3606 46

Tabla 10. Valores plasmaticos medios de Rs>-TNFa + error estandar de la media en
pg/ml en sangre periférica para los grupos control, pancreatitis, trasplante, trasplante con
pancreatitis en el drgano nativo y trasplante con pancreatitis en el injerto.
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5.2.5 Niveles de mRNA de TNFq, IL-6 y HSP 70.

La figura 59 muestra la expresion hepatica del mRNA del TNFaq, IL-
6 y HSP 70 en los grupos P y TPI determinados por RT-PCR. El grupo de
pancreatitis expresa de un modo intenso el mRNA de la HSP 70, y en
menor medida el de TNFa y de IL-6. El grupo de trasplante con
pancreatitis en el injerto expresa intensamente el mRNA de IL-6, con

menor intensidad el de TNFa y no expresa el de HSP 70.
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Figura 59. Expresion hepatica del mMRNA de TNFa, IL-6 y HSP70 con respecto a la
proteina control (actina), en los grupos pancreatitis (P) y trasplante con pancreatitis en el
injerto (TPI).

5.2.6 Estudio histolégico.

La tincidbn histolégica con hematoxilina-eosina del injerto

pancreatico tras la inyeccion de taurocolato sédico se muestra en la figura
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60. En ella se aprecian la infiltracién por neutréfilos y una necrosis acinar

severa, asi como hemorragia y vacuolizacion.

Figura 60. Histologia del injerto pancreatico tras administracién intraductal de taurocolato
sédico.

En la figura 61 se muestra la histologia pulmonar de este grupo de
estudio (TPI), presentando un importante engrosamiento septal alveolar,
con colapso de espacios alveolares y hemorragia, con una infiltracién de
células polimorfonucleares superior a la del grupo de pancreatitis pero no
distinguible de la que aparece en el grupo de trasplante sin pancreatitis

(figura 53 Py T).
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Figura 61. Histologia pulmonar tras la administracion de taurocolato sédico sobre
el injerto pancreatico.

5.3 Estudio de Ila modificacion de la respuesta
sistémica a la pancreatitis en presencia de
tejido pancreatico viable. Comparacion entre la
lesion provocada ftras la realizacion de un
trasplante y la administracién intraductal de
taurocolato sédico en el érgano nativo y sobre

el injerto pancreatico.

5.3.1 Niveles de lipasa plasmatica

La figura 62 ilustra los niveles de lipasa en sangre periférica

obtenidos a las 3 horas del experimento en los grupos de trasplante
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isogénico con pancreatitis en el 6rgano nativo (TPN) y de trasplante
isogénico con pancreatitis en el injerto (TPI). Para ambos grupos, los
valores expresados en forma de media + error estandar de la media
aparecen en la tabla 4. No existen diferencias significativas entre

ambos grupos (p=0’175).
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Figura 62. Niveles de lipasa plasmatica en los grupos de trasplante, con pancreatitis en
el injerto y en el nativo.

5.3.2 Niveles de mieloperoxidasa pancreatica

Los niveles de MPO pancreatica para los grupos de trasplante con
pancreatitis en el 6rgano nativo y en el injerto se muestran en la figura 63.
La MPO pancreatica del injerto sometido a pancreatitis no difiere de
la del injerto sin ella (p= 0’180). El pancreas nativo del trasplante con
pancreatitis en el injerto presenta valores de MPO normales (p=0'64 con

respecto al grupo control), y el pancreas nativo sometido a pancreatitis
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eleva la MPO al rango de una pancreatitis sin trasplante asociado
(p=0’737). Como es esperable existen diferencias entre ambos pancreas
nativos (p=0’015). Los valores en forma de media + error estandar de la

media se enumeran en la tabla 5.
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Figura 63. Mieloperoxidasa pancreatica en los grupos de trasplante asociado a
pancreatitis, TPN y TPI. (n: nativo; i: injerto).

5.3.3 Niveles de mieloperoxidasa pulmonar

La comparacion de los niveles de MPO pulmonar entre los grupos
de trasplante con pancreatitis en érgano nativo (TPN) y en el injerto (TPI)
se ilustra en la figura 64 mostrando que en ambos se encuentra muy
elevada y no hay diferencias significativas entre ellos (p=0’205). Los

valores en forma de media * error estandar de la media se enumeran en
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la tabla 6. En ambos grupos los niveles no difieren de los aparecidos en el

grupo de trasplante (T vs. TPN p= 0'653; T vs. TPl p=0’083).
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Figura 64. Niveles de MPO pulmonar en los grupos de trasplante con pancreatitis en el
6rgano nativo (TPN) y en el injerto (TPI).

5.3.4 Niveles plasmaticos de receptores solubles 1y 2

de TNF«x

La comparacién de los niveles plasmaticos de Rs4-TNFa en sangre
periférica determinados en los grupos TPN y TPI se muestran en la figura
65. No existen diferencias entre ambos grupos (p= 0’252), si bien en
ambos existe una elevacion del receptor en comparacién con el
grupo de trasplante (T vs. TPN p= 0’13; T vs. TPl p= 0°03). La tabla 9

muestra los valores medios de Rs¢-TNFa en los grupos a estudio.
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Figura 65. Niveles de Rs;-TNFa en los grupos de trasplante.

Los niveles plasmaticos de Rsp,-TNFoo a nivel de circulacion

periférica en los grupos TPN y TPI se muestran en la figura 66. Los

valores en forma de media t error estandar de la media se muestran en la

tabla 10. Los niveles séricos de Rs,-TNFa son superiores de forma

significativa en el grupo de trasplante con pancreatitis en el nativo al

compararlos con el grupo de trasplante con pancreatitis en el injerto

(p=0’013).
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Figura 66. Niveles de Rs,-TNFa en los grupos de trasplante.

5.3.5 Niveles de mRNA de TNFq, IL-6 y HSP 70.

La figura 67 muestra la expresién hepatica del mRNA del TNFa, IL-
6 y HSP 70 en los grupos TPN y TPI determinados por RT-PCR. El grupo
de trasplante con pancreatitis en el érgano nativo expresa intensamente el
mMRNA de IL-6 y TNFa, y en menor medida la HSP 70. El grupo de
trasplante con pancreatitis en el injerto expresa intensamente el mMRNA de

IL-6, minimamente el de TNFa y no expresa el de HSP 70.
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Figura 67. Expresion hepatica del mMRNA de TNFa, IL-6 y HSP70 con respecto a la
proteina control (actina), en los grupos de trasplante con pancreatitis en 6rgano nativo
(TPN) y en el injerto (TPI).

5.3.6 Estudio histolégico.

Como se aprecia en las fotografias de las figuras 52 y 60, en que
se presenta un injerto pancreatico tras la realizacion del trasplante, y un
injerto tras administracion de taurocolato sodico, existe un mayor
componente de necrosis glandular en el injerto sometido a inyeccion por
taurocolato. Las histologias pulmonares de ambos grupos no presentan
diferencias (figura 68), mostrando un importante engrosamiento septal
alveolar, con colapso de espacios alveolares y hemorragia, con una gran

infiltracion celular.
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Figura 68. Tinciones con hematoxilina-eosina de los pulmones en los grupos de
trasplante con pancreatitis en el érgano nativo (TPN) y en el injerto (TPI).
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6 Discusion

Los tres modelos experimentales mas empleados para la
evaluacion del papel de los mediadores proinflamatorios en la pancreatitis
aguda son el de hiperestimulacion con ceruleina, la infusién de sales
biliares y la inducida por dieta deficiente en colina y suplementada con
etionina. De entre ellos, el modelo experimental de pancreatitis por
administracion de taurocolato sodico es el que mas se asemeja a la
pancreatitis biliar humana, presentando unas alteraciones mecanicas y
morfologicas, tanto a nivel pancreatico como pulmonar, muy similares a
las apreciadas en la clinica™. Este modelo reproduce ademas las formas
mas severas de la enfermedad y se ha sugerido como el mas idoneo para
evaluar las complicaciones locales y sistémicas de la pancreatitis aguda y
su posible tratamiento’?>.

La secuencia de acontecimientos que tiene lugar en las primeras
fases de la pancreatitis aguda experimental por taurocolato sédico se

debe al efecto detergente del acido taurocdlico, producto de la disociacion

de esta sal biliar, sobre las membranas celulares. Esto provoca la
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activacion de enzimas proteoliticas mediante el incremento de Ia
concentracion citoplasmatica de calcio (proteasas calcio dependientes) y
por facilitar la fusién de los lisosomas con los granulos de zimoégeno
(produciéndose la activacion del tripsindgeno contenido en éstos). La
activacion de la tripsina desencadena una cascada enzimatica que incluye
procesos de hidrdlisis y proteolisis, y también provoca la conversién de
xantinadeshidrogenasa en xantinaoxidasa. Ademas, la muerte celular
conlleva la degradacion de nucleétidos, generandose grandes cantidades
de hipoxantina y xantina, substrato para la produccion de acido urico y
radicales libres por parte de la XOD. Estos RLO actuan localmente sobre
células vecinas potenciando el alcance de la lesion y también presentan
actividad plasmatica, y por tanto estrés oxidativo a nivel sistémico. En
este sentido, la participacion de la XOD pancreatica como inductora de
lesién pulmonar, promoviendo el reclutamiento de neutrofilos, ha sido
ampliamente estudiada®. Sin embargo, investigaciones recientes han
demostrado que el aumento de la actividad XOD plasmatica no es capaz,
por si solo, de inducir un proceso inflamatorio en pulmén'’. Ello implica la
existencia de otros factores en la génesis de la respuesta sistémica a la
pancreatitis aguda.

Por otro lado, a diferencia de otros modelos de pancreatitis aguda
experimental, el modelo de taurocolato sdédico permite graduar la
severidad y la mortalidad de la pancreatitis segun la concentracién y el
volumen de la solucién de sal biliar administrada. Con una concentracion
del 3 al 3'5% la mortalidad es del 25% en las primeras 72 horas. En

nuestro caso, siendo la concentraciéon del 5%, la mortalidad es del 100%

214



Discusion

en las primeras 24 horas®*. Por tanto, este es un modelo que tiende a
producir una pancreatitis grave en la que la mortalidad se debe no solo a
efectos locales, sino sobre todo a los efectos sistémicos precoces que
provoca. Ademas, el escaso volumen de taurocolato sédico necesario
para inducir la pancreatitis y la homogeneidad de los resultados obtenidos
por los diferentes investigadores lo hacen un modelo ideal para el estudio
de los efectos que la pancreatitis aguda experimental produce sobre los
organos a distancia.

El papel desarrollado por el higado en la respuesta sistémica a la
pancreatitis aguda experimental ha sido objeto de numerosas
investigaciones. De los estudios realizados hasta la fecha se desprende la
conclusiéon de que el higado, si bien participa de forma activa en la
génesis de la respuesta inflamatoria, no es un dérgano diana de esta
reaccion' 2%’ La produccién de mediadores de origen hepatico derivados
de los macréfagos tisulares (células de Kupffer) causa lesiones a nivel
pulmonar. La prevencion de la producciéon de estos mediadores mediante
la pacificacion de los macrofagos atenua la lesion, pero no la elimina
completamente. Ello sugiere que existen otros mecanismos lesivos, como
los inducidos por la ascitis pancreatica®''?. Sin embargo, la absorcién
transperitoneal de mediadores del liquido ascitico no es suficiente para
justificar la lesion sistémica asociada a la pancreatitis. El mecanismo de la
lesion a distancia en la pancreatitis aguda es aun objeto de controversia.
Se ha establecido experimentalmente una secuencia temporal y una
afectacion selectiva de determinados érganos®. Nuestro grupo ha

aportado evidencias a favor de la participacion del higado en la
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potenciacion de la cascada inflamatoria en la pancreatitis aguda
experimental en estudios sobre el drenaje venoso portal del pancreas.
Empleando el modelo de pancreatitis inducida por taurocolato sédico y a
partir de la realizacién de un shunt porto-cava previo a la pancreatitis, se
originan cambios en la respuesta sistémica a nivel pulmonar?®. El modelo
de shunt porto-cava implica que los mediadores inflamatorios generados
por la pancreatitis podrian ser especificos para determinadas células
hepaticas, o bien que la cantidad de los citados mediadores no fuera
suficiente para inducir estimulo sistémico, ya que su llegada directa al
pulmoén a través del shunt no estimula la inflamacion pulmonar.

El segundo modelo de inflamacion pancreatica empleado en
nuestro estudio es el producido por la isquemia-reperfusion de un
isoinjerto duodeno-pancreatico con anastomosis porto-sistémica vy
duodeno-yeyunal, segin la técnica descrita por Lee en 1971%". La
utilizacién de este modelo responde a diversos motivos. En primer lugar
éste es el modelo de trasplante que obtiene los mejores resultados en
cuanto a supervivencia de animales e injertos, asi como un correcto
funcionalismo glandular endocrino y exocrino®™. Ademas, con la
utilizacion de isoinjertos eliminamos el problema del rechazo
inmunoldgico. Asi mismo, este modelo ofrece la posibilidad tedrica de
estudiar los efectos sistémicos de la inflamacion pancreatica en un
contexto que evita la circulacién hepatica directa de mediadores. Sin
embargo, el principal inconveniente de este modelo es la elevada
mortalidad, principalmente debida a trombosis vascular, pancreatitis del

injerto y hemorragia®®. En nuestro caso, la curva de aprendizaje del
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modelo fue larga, realizandose 15 experimentos para perfeccionar la
cirugia del animal donante y hasta 20 experimentos mas hasta la
consecucion de trasplantes con supervivencia superior a 24 horas. La
elevada mortalidad inicial de estos casos se atribuy6 a la hemorragia peri
operatoria con shock hipovolémico asociado a un tiempo operatorio
prolongado (superior a 45 minutos). Otros problemas técnicos objetivados
durante la fase de aprendizaje fueron la hipertension portal del injerto por
estenosis de la anastomosis porto-cava y la trombosis a nivel de dicha
anastomosis. La realizacion precisa de las anastomosis vasculares fue
esencial para superar esta fase. Un procedimiento de trasplante se
consider6 satisfactorio cuando la permeabilidad de las anastomosis
vasculares y el color del injerto eran adecuados previamente a la
extraccion de las muestras.

Durante la fase de isquemia, la falta de oxigeno conduce al
metabolismo anaerdbico, con un rendimiento energético inferior y un
incremento de otros metabolitos, como la hipoxantina o el acido lactico. La
acidosis resultante altera la cinética normal de las enzimas y la célula se
ve privada de la energia necesaria para mantener la homeostasis. La
deplecion de ATP produce una alteracién de las bombas sodio/potasio y
calcio, perdiéndose el gradiente a través de las membranas celulares.
Estos fendmenos provocan una alteracibon de las organelas
citoplasmaticas y de la integridad de la membrana, que puede
desencadenar la activacion de proteasas y la muerte celular®®. En la fase

de reperfusion, al restablecerse el flujo sanguineo se producen diferentes
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mediadores que inducen una respuesta inflamatoria inmediata, con la
consiguiente alteracidén de la microcirculacion y lesion tisular.

Los mediadores mas importantes de la lesion por I/R son los RLO,
y la fuente mas importante de produccion de radicales libres en el tejido
postisquémico es el sistema de la xantinaoxidasa. Hoy en dia se conoce
que existe una relacion entre el O,” generado a partir de la xantinaoxidasa
y la activacion de los neutréfilos®*°. Una posible limitacién del modelo en
nuestro estudio es la utilizacion de la solucion de preservacion de
Wisconsin durante la fase de isquemia fria del pancreas donante. Esta
solucidn posee alopurinol, un conocido inhibidor de la xantinaoxidasa'®?
que previene la expresion de P-selectina en la célula endotelial,
inhibiendo el reclutamiento de neutréfilos. Sin embargo, un estudio
realizado por Wahlberg para investigar la pancreatitis causada por la
lesion de isquemia fria sobre el injerto pancreatico, empleando un modelo
canino de perfusion aislada, normotérmica “ex vivo’, mostré que la
administracién de alopurinol junto con el liquido de perfusiéon no prevenia

31 Ademas, en el sindrome de I/R existen otras

los signos de pancreatitis
fuentes de RLO, como la NADPH oxidasa asociada a la membrana
plasmatica de los neutrdfilos. Una cuestion no resuelta de la relacion entre
los neutréfilos y la lesidn por I/R es el mecanismo que estimula o induce la
continuidad de la lesion.

La hipotermia disminuye el indice metabdlico. Las reacciones
bioquimicas y el grado de degradacion de componentes celulares

necesarios para la viabilidad de los érganos se reducen. Sin embargo, en

estas condiciones aun se producen algunos eventos que llevan a la
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activacion de mediadores inflamatorios que durante la reperfusion
provocaran efectos nocivos para el 6rgano preservado.

La lesion celular del endotelio vascular se hace patente tras la
reperfusion del tejido isquémico. Muchos investigadores implican a los
leucocitos  polimorfonucleares como mediadores de la lesién
microvascular. A la vista de nuestros resultados es evidente que los
neutréfilos se infiltran en el tejido isquémico y esto se asocia con la
adherencia y extravasaciéon de estas células. La adherencia de los
neutrofilos durante el estado de hipoperfusion crea un circulo cerrado que
se caracteriza por una mas amplia adherencia leucocitaria con el 16gico
incremento de la resistencia microvascular y la disminucién del flujo
sanguineo. Ello aumenta la produccién de RLO vy liberacion de enzimas
citotoxicos. Existe una correlacion entre la lesion de I/R y los leucocitos
PMN, que se establece a partir de la presencia de factores quimiotacticos
superoéxido dependientes, con la consiguiente activacion de estas células,
que aportarian una segunda fuente de radicales e incrementarian a la
lesion inicial.

Al considerar el modelo de trasplante isogénico heterotdpico
pancreatico como inductor de respuesta sistémica, debe tenerse en
cuenta el posible impacto de la obtencién del 6rgano en la futura lesion
por I/R. En un estudio reciente, empleando nuestra misma cepa de
animales y el mismo modelo de obtencién de 6rganos, Drognitz examina
el impacto de la técnica estandarizada de obtencidon del injerto
pancreatico en la microcirculacion y la apoptosis. Para ello disefia tres

grupos de estudio, un grupo control sin diseccion pancreatica, un segundo
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grupo que diseca la glandula hasta dejarla unicamente pediculada por los
vasos, y un tercero en que realiza el trasplante completo. Sus resultados
concluyen que no existen diferencias entre el control y la diseccion casi
total, mientras que ambos grupos difieren significativamente del grupo de
trasplante. Es decir, que la técnica de obtencion del 6rgano no influye
negativamente en la densidad capilar funcional y el indice apoptético del
injerto duodeno-pancreatico®*.

Otro aspecto importante es la posible interferencia en los
resultados por la interrupcion del flujo sanguineo arterial y venoso a las
extremidades inferiores durante la realizacion del implante. Para
conocerla, nuestro estudio fue disefiado con la inclusién de dos grupos
control con simulacion de trasplante (ST y STP), uno de ellos con
pancreatitis aguda asociada. De nuestros resultados se desprende la
conclusién de que una obstruccion vascular de 40 minutos, necesaria
para realizar el implante, no modifica la respuesta inflamatoria sistémica a
nivel pulmonar (figura 48).

En nuestro estudio, el calculo del tamafio muestral se ha basado en
la comparacion de los niveles de lipasa plasmatica entre los diferentes
grupos. La lipasa es una enzima digestiva secretada por el pancreas que
hidroliza los triglicéridos en glicerol y acidos grasos. En el caso de una
pancreatitis aguda, esta enzima se encuentra en elevadas
concentraciones en plasma, lo que permite utilizarla como un marcador de
lesion pancreatica. Ensayos precedentes realizados por nuestro grupo
sugieren una variacién a escala logaritmica de esta variable, siendo por

tanto necesaria una estimacion de las medias geométricas y desviacion
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estandar®*2%°,

La muestra minima necesaria, bajo las asunciones de
distribucion normal e igualdad de varianzas y con un error alfa global del
5% y una potencia del 90%, es de 8 ratas por grupo. Para las variables
cuantitativas continuas, los resultados obtenidos se expresan en forma de
media * error estandar de la media. Hemos empleado el error estandar de
la media en lugar de la desviacidn estandar por ser una medida mas
precisa de la dispersion poblacional en el caso de las variables que no
siguen una distribucion normal. En el analisis estadistico descriptivo inicial
de estas variables se realiza una prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov. En caso de hallarse distribuciones normales, la comparabilidad
de estas se estima mediante la prueba de Levene para la igualdad de las
varianzas y posteriormente con la T de Student determinandose el nivel
de significacion estadistica con una p <0'05. En caso de no presentar una
distribucion normal, las medias de las variables se comparan mediante la
prueba no paramétrica U de Mann-Whitney.

Ademas de la lipasa plasmatica, nuestro estudio comparativo
incluye las determinaciones plasmaticas y tisulares de diferentes enzimas
y moléculas mediadoras del proceso inflamatorio. Entre ellas la
mieloperoxidasa, que es un excelente marcador de inflamacién e
infiltracion polimorfonuclear debido a su abundancia en los granulos de
los leucocitos polimorfonucleares®*. Diversos autores han empleado con
anterioridad su determinacién por el método de la tetrametilbenzidina para
medir el grado de inflamacion pancreatica o pulmonar en diferentes

245,344

modelos de pancreatitis aguda o trasplante experimental®®’.
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El nivel elevado de citoquinas en sangre periférica también se ha
considerado indicador de inflamacion aguda. Entre ellas, el TNFa es
particularmente importante porque, ademas de ser una potente citoquina
proinflamatoria, puede provocar la sintesis de numerosas citoquinas y
otras moléculas de adhesion. La medicion de los receptores solubles del
TNFa se ha demostrado incluso mas eficaz que la medicién de la propia
citoquina por la observacion de que los pacientes con altas
concentraciones de receptor soluble y TNFa libre indetectable pueden
desarrollar complicaciones sistémicas en la pancreatitis aguda'®. Sin
embargo, no esta claro si los receptores libres del TNFo actuan
uniéndose e inactivando el TNFa circulante, o bien estabilizando la
molécula y aumentando su vida media. Pese a todo, las ultimas
evidencias van mas a favor de un papel proinflamatorio que de tampén.

Por otro lado, mediante el analisis de la expresion del TNFa mRNA
a nivel hepatico por técnicas de RT-PCR se ha podido establecer la
participacion del higado en la respuesta sistémica a la pancreatitis como
potenciador de dicha respuesta®®®. En nuestro estudio, ademas se han
evaluado por esta técnica otros mediadores proinflamatorios y moléculas
relacionadas con la respuesta a la agresion, como la IL-6, citoquina
mediadora de la sintesis de proteinas de fase aguda y factor critico
antilesional, antifibrético y proregenerativo en el higado®**, o la HSP 70.
Un aspecto novedoso de nuestro trabajo es la aplicacidon de estas
técnicas para el estudio del papel del higado en la respuesta sistémica al

trasplante.

222



Discusion

Un ultimo detalle a considerar sobre la metodologia de nuestro
estudio es el tiempo transcurrido desde el estimulo inflamatorio hasta la
toma de las muestras. Se escogié un lapso de 3 horas por ser el tiempo
necesario para objetivar las manifestaciones sistémicas a nivel pulmonar
tras la induccion de la pancreatitis aguda con taurocolato sédico en otros
estudios realizados por nuestro grupo>**.

En la primera parte de nuestro estudio se analizan las diferencias,
tanto a nivel local como sistémico, entre el modelo de pancreatitis aguda
por administracién de taurocolato sddico y la realizacién de un trasplante
isogénico heterotopico de injerto duodeno-pancreatico. Como se aprecia
en la figura 46, los niveles de lipasa plasmatica son similares en el grupo
control y en el grupo de trasplante, hallandose discretamente elevados
con respecto al grupo de simulacion de trasplante. Ello se podria explicar
por la ausencia de manipulaciéon glandular en este ultimo grupo frente a
los otros dos. La lipasa se halla significativamente mas elevada en los
grupos con pancreatitis. La discreta elevacion de la lipasa plasmatica en
el grupo de trasplante aparecida en nuestro estudio contrasta con los
resultados publicados en la literatura, en los que la realizacion de una I/R
pancreatica aumenta la lipasa a valores situados en el rango de la
pancreatitis>®°. Sin embargo, el incremento de la lipasa en estos modelos
se produce a partir de las 12 a 24 horas y hasta el tercer dia. Este retraso
en la aparicion de la elevacion enzimatica podria estar relacionado con el
tipo y resultado de la agresion sobre la célula acinar. En los modelos de
IIR y trasplante pancreatico existe un importante grado de apoptosis®®’*',

mientras que en la pancreatitis predomina la necrosis celular®®. Por otro
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lado, en un estudio sobre la obstruccion de la circulacion del pancreas in
situ no se demuestran cambios en la actividad lipasa plasmatica tras 60
minutos de isquemia, pero si un aumento significativo a las 2 horas de la
reperfusion. Una isquemia de 3 horas sin reperfusion provoca solo un
moderado aumento de la lipasa plasmatica®*.

La variabilidad en los resultados de la literatura referente a los
modelos de isquemia-reperfusion responde a diferentes causas. Entre
ellas las diferencias en los disefios experimetales, la duracion de la
isquemia, la extension del campo isquémico o la especie animal
empleada®?.

El analisis comparativo de la mieloperoxidasa pancreatica entre el
grupo de pancreatitis y el injerto pancreatico del grupo de trasplante
muestra una elevacion significativa de la enzima en ambos grupos
respecto del control, siendo ademas significativamente muy superior en el
injerto. La migracion de los leucocitos polimorfonucleares al pancreas es
un elemento importante y temprano en el curso de la pancreatitis aguda
grave y un hecho ampliamente demostrado en la literatura'®2%°. Sin
embargo, los factores que provocan la migracion y activacion de estas
células en la pancreatitis aguda siguen siendo motivo de controversia.
Entre estos factores destaca la propia necrosis pancreatica, si bien no se
pueden descartar otras fuentes de factores quimiotacticos como los
productos de la traslocacién bacteriana®. Por otro lado, el aumento de la
mieloperoxidasa pancreatica aparecido en nuestro estudio tras la

reperfusion del injerto en el trasplante es consistente con el que existe en

otros estudios®® e indica la masiva migracién de neutrdfilos y su
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secuestro en el 6rgano. La lesion de la microcirculacion es el factor mas
importante en la lesion por I/R, y aunque puedan existir otros factores
implicados, parece que la participacion de la célula endotelial es de una
importancia capital en la relacién entre la /R y la infiltracion tisular por
neutréfilos®?°.

En la actualidad existe un creciente interés por los factores
vasculares en la pancreatitis aguda. La necrosis del tejido pancreatico y
peripancreatico es reconocida como un elemento clave en la evolucion de
la enfermedad de leve a grave. La cuestion es si esta lesion necrotizante
es causada por enzimas o por la isquemia. El papel exacto de la isquemia
en la patogénesis de la pancreatitis aguda es desconocido. Algunos
estudios experimentales han demostrado que la isquemia tiene poco
efecto sobre el pancreas, mientras otros han mostrado asociacion con la
lesién glandular®®. La pancreatitis aguda se asocia con una reduccion del
flujo sanguineo intrapancreatico y la aparicion de RLO. El papel del
endotelio en la patogénesis de la enfermedad ha sido motivo de
estudio®*. De nuestros resultados se desprenderia la idea de que, pese a
que en la pancreatitis aguda la infiltracién glandular por neutrdfilos
obedece a diferentes estimulos y entre ellos la necrosis y un cierto grado
de lesidén endotelial, el poder quimiotactico de esta agresién glandular es
muy inferior al ocurrido por la lesion microvascular establecida en el
modelo de trasplante.

Otra posible explicacion para la importante reaccion inflamatoria
local que ocurre en el pancreas tras este modelo de trasplante es la

utilizacion de la solucién de preservacion de Wisconsin. Recientemente se
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ha demostrado que uno de sus componentes, la adenosina, potencia la
respuesta inflamatoria tras el trasplante. La adenosina previene algunos
efectos de la lesién por I/R, aumenta el flujo sanguineo, inhibe la
produccion de RLO, es vasodilatadora y suprime la activacion de
neutroéfilos y la agregacion plaquetar, pero estimula la produccién de NO
por las células endoteliales en una forma dosis dependiente. La
adenosina también se produce de forma enddgena por la ruptura de
nucledtidos de ATP durante la isquemia y se ha demostrado que atenua
la lesion por isquemia cardiaca o hepatica. Sin embargo, la adenosina
contenida en la solucion de preservacion provee de substratos para la
regeneracion de ATP en la reperfusién tras la isquemia fria, y mediante su
accion en la liberacion de NO aumenta el estrés oxidativo y el
reclutamiento de neutréfilos®*°.

A nivel pulmonar, la determinacion de MPO muestra un incremento
estadisticamente significativo entre los grupos control y pancreatitis. Esto
revela la precoz infiltracion por neutrdéfilos a nivel pulmonar tras inducirse
la pancreatitis y concuerda con los resultados previamente obtenidos por
nuestro grupo®>® y con otras investigaciones en las cuales se ha visto que
la deplecion de neutrdéfilos protege de la lesion pulmonar en la pancreatitis
aguda’?*. En estos estudios la lesién pulmonar parece ser el resultado
de la lesidn endotelial local secundaria a RLO derivados de los neutrdfilos.
En nuestro trabajo la realizacion de un trasplante isogénico pancreatico
presenta una elevacion de la MPO pulmonar muy superior a la aparecida
en la pancreatitis aguda. La lesion por I/R pancreatica como inductora de

lesiéon pulmonar ha sido demostrada por otros autores en diferentes
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modelos experimentales?’®>%. De nuestros resultados se desprende que
la elevacion de MPO pulmonar en el grupo de trasplante se relaciona con
la inflamacidn local del injerto pancreatico, puesto que la oclusién vascular
realizada en el grupo de simulacion del trasplante no afecta los niveles
pulmonares de esta enzima. Ademas, al comparar los efectos de la
pancreatitis y el trasplante, nuestro estudio parece indicar que a mayor
inflamacion pancreatica, mayor respuesta sistémica. Por otro lado,
considerando que en el grupo de trasplante no existe circulacion hepatica
directa de mediadores de origen pancreatico, este resultado podria entrar
en contradiccién con los estudios previos realizados por nuestro grupo, en
los que la realizacion de un shunt porto-cava previo a la pancreatitis
abolia la respuesta sistémica pulmonar, demostrando la necesaria
participacion del higado en esta respuesta®. Sin embargo cabe pensar
que al comparar la pancreatitis por taurocolato sodico y el isotrasplante
pancreatico existen diferencias fisiopatoldgicas en el modelo de agresién
sobre la glandula y en el grado de inflamacién local y destruccion
glandular obtenido que podrian justificar estos resultados. Se plantean
entonces cuestiones sobre cual es la sefal para que se produzca la
respuesta sistémica y quien la envia.

Las posibles respuestas a estas cuestiones podrian venir de la
determinaciéon de los mediadores de la inflamacién presentes en la
circulacién. Estudios experimentales demuestran que la isquemia y
posterior reperfusion del intestino en ratas produce una lesién pulmonar y

281

que ésta es en parte mediada por el TNFa~'. Aunque no esta claro el

origen de estas citoquinas, algunos estudios apuntan a una produccion
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local por parte del intestino lesionado mas que a una produccion
hepatica®*®. En nuestro estudio, la determinaciéon de los niveles de Rs;
TNFa en plasma tomado de sangre periférica (cava inferior) muestra que
no hay diferencias significativas entre los grupos control, pancreatitis y
trasplante, y los valores medios no superan los 500 pg/ml. Este resultado
sorprende porque en otro estudio de nuestro grupo el Rsy TNFa habia
mostrado diferencias significativas en la pancreatitis respecto del grupo
control'®®. Ademas, se ha involucrado a este receptor en los mecanismos
de apoptosis, importantes en la lesion por I/R'%. Sin embargo, los niveles
de Rs; TNFa en sangre periférica si presentan diferencias significativas,
hallandose en todos los casos por encima de 1000 pg/ml y mas
aumentados en el grupo de trasplante. Estos resultados podrian
explicarse si se tiene en cuenta que los Rs; TNFa se encuentran en casi
todos los tipos celulares, mientras que los Rs; TNFo son mas
caracteristicos de leucocitos y células endoteliales, principales células
involucradas en ambos procesos inflamatorios pancreaticos en nuestro
estudio.

Los valores de la medicidbn de ambos receptores en plasma a nivel
de venas suprahepaticas no muestra diferencias respecto a los obtenidos
en cava inferior para ninguno de los tres grupos estudiados. Sin embargo,
en el grupo de pancreatitis por taurocolato sodico se observa un
incremento porcentual de los valores de Rs1 TNFa y Rs; TNFa en venas
suprahepaticas del 25% y del 29% respectivamente. Este hecho sugiere
una sintesis hepatica o pancreatica del mediador en este grupo, aunque

este disefo experimental no permite discernir si corresponde a uno u otro
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organo. En el grupo de trasplante la ausencia de diferencias entre ambos
puntos de toma de muestra puede sugerir que la liberacion masiva de
receptores corresponde al injerto. Sin embargo, no puede excluirse la
existencia de una sintesis hepatica del receptor en el trasplante o de
mecanismos diferentes para la sintesis del receptor en ambos procesos
inflamatorios.

El analisis mediante técnicas de RT-PCR a nivel hepatico del
MRNA de diferentes mediadores ofrece una estimacion de la sintesis
hepatica de éstos. En nuestro estudio, la pancreatitis aguda por
taurocolato sddico provoca la expresion de mRNA IL-6, mMRNA TNFa y de
un modo muy intenso de mRNA HSP70. La expresion temprana de
MRNA de IL-6 en el pancreas y érganos distantes como el higado, tras 2
y 6 horas respectivamente de la induccidén de una pancreatitis aguda se
ha demostrado en la literatura®*’. La expresion del mRNA TNFa también
resulta acorde con los hallazgos en otros estudios®*®. En cuanto al mMRNA
HSP70, la literatura muestra resultados contradictorios. Algunos autores
han hallado niveles aumentados de expresion de mRNA HSP70 en el
higado de animales sometidos a pancreatitis inducida por dieta®*°. Dado
que la pancreatitis induce una respuesta sistémica, es légico pensar que
la respuesta de shock térmico se active en otros lugares. Sin embargo,
tras la realizacion de una pancreatitis aguda experimental con taurocolato
se ha demostrado elevacion de HSP72 en pulmén aunque no en el

higado®?'

. Esto concuerda con la idea de que en el higado se pueden
generar mediadores inflamatorios durante la pancreatitis, pero no se

desarrolla una verdadera respuesta inflamatoria a ese nivel. Sin embargo,
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en un estudio reciente también realizado por nuestro grupo, se ha
apreciado un aumento en la expresion de mRNA HSP70 hepatico tras la
inyeccion de proteina asociada a la pancreatitis (PAP), reflejando una
respuesta al estrés por parte de los hepatocitos®*®. Por otra parte, el
estudio del mMRNA hepatico de estos mediadores en el grupo de trasplante
muestra la expresion mas intensa del mMRNA TNFa e IL-6, y algo menor
del mRNA HSP70, por tanto una mayor produccién de citoquinas pero un
menor estrés organico que en la pancreatitis. Ello apoya la idea de que en
el trasplante, la isquemia y reperfusion del injerto provocan una
importante respuesta inflamatoria, que estimula la sintesis hepatica de
mediadores por la liberacién de substancias que alcanzan el higado de
forma secundaria por la circulacién sistémica.

El estudio histolégico de la arquitectura pancreatica y pulmonar tras
la lesién inducida por la administracién de taurocolato sédico en nuestro
estudio no difiere de las descripciones halladas en la literatura®®. El
pancreas presenta edema septal importante, infiltracién por neutrdfilos y
una necrosis acinar severa y los pulmones muestran infiltracién alveolar
por neutréfilos y hematies, asi como un engrosamiento de las paredes
alveolares. El examen histoldgico del injerto pancreatico tras el trasplante
muestra un discreto edema que separa los Iobulos y una intensa
infiltracién por leucocitos polimorfonucleares, con pequefias areas de
necrosis e integridad de la estructura acinar, lo que podria corresponder a
una pancreatitis leve intersticial homogénea. Todo ello concuerda con las
descripciones halladas en la literatura para modelos similares®°. Estudios

experimentales han demostrado que no hay cambios aparentes en el
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pancreas tras 1 hora de isquemia sin reperfusion®®’. El andlisis de la
infiltracion leucocitaria muestra valores significativamente mas altos en
animales sujetos a una hora de isquemia y dos de reperfusion que en los
sometidos solo a una o tres horas de isquemia sin reperfusion®®*. Por otro
lado, en el modelo de trasplante pancreatico el pulmon presenta un
importante engrosamiento septal alveolar, con colapso de espacios
alveolares y hemorragia, con una infiltracion celular semejante a la del
grupo de pancreatitis, aunque discretamente aumentada.

A pesar de compartir fundamentos fisiopatolégicos, la lesion
pancreatica local tras administracion intraductal de taurocolato
soédico y la obtenida tras el isotrasplante heterotépico de injerto
duodeno-pancreatico difieren de forma cualitativa y cuantitativa. A
las tres horas, en la primera predomina la necrosis glandular y en el
trasplante el infiltrado inflamatorio polimorfonuclear, probablemente
inducido por la lesion endotelial. La respuesta inflamatoria sistémica
a nivel pulmonar producida tras el isotrasplante heterotépico de
injerto duodeno-pancreatico es superior a la producida en la
pancreatitis por administracion intraductal de taurocolato soédico.
Este hecho es independiente de la circulacion hepatica directa de los
mediadores provenientes del pancreas y parece depender del grado
de infiltracion inflamatoria local en el pancreas. El higado participa
de forma activa en la respuesta derivada de la inflamacién
pancreatica, aun sin desarrollar inflamacién localmente. Existen
diferencias en la forma en que se desarrolla esta participacion segun

el modelo de inflamacion empleado. En la pancreatitis aguda por
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administracién intraductal de taurocolato sédico existe circulacion
directa de mediadores provenientes del pancreas, y el higado
responde generando citoquinas y otras proteinas en respuesta a la
agresion. Por el contrario, en el isotrasplante heterotépico no existe
circulacién directa de mediadores, y el higado, pese a generar mayor
numero de citoquinas, no presenta una respuesta endégena a la
agresion.

En la segunda parte de nuestro trabajo se estudian las diferencias
a nivel local y en la respuesta sistémica entre los modelos de pancreatitis
aguda por administracién de taurocolato sédico y la realizacién de una
pancreatitis mediante el mismo método en un injerto duodeno-pancreatico
de trasplante isogénico heterotopico. Se observa que no existen
diferencias en cuanto a los niveles de lipasa plasmatica, mostrandose
elevados en ambos grupos. Los niveles de MPO pancreatica son muy
superiores en el injerto sometido a pancreatitis. Sin embargo, esto quizas
solo traduce la inflamacion provocada por la I/R, sin observarse un efecto
afadido por la induccién de pancreatitis, puesto que los niveles de MPO
en el injerto de este grupo no difieren de forma significativa de los
objetivados en el injerto del grupo de trasplante aislado. Se podria decir
que la pancreatitis afiade una lesion de la célula acinar a un érgano ya de
por si inflamado. Una cuestion que se plantea en este momento es si
existe un umbral inflamatorio local maximo, provocado en este caso por la
I/R previa a la pancreatitis. El estudio histolégico del grupo de trasplante

con pancreatitis en el injerto corrobora los hallazgos anteriores, al
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apreciarse, asociada al infiltrado inflamatorio, una extensa necrosis del
injerto ausente en el grupo de trasplante aislado.

A nivel pulmonar existe una diferencia evidente entre las
consecuencias de la pancreatitis y del trasplante con pancreatitis en el
injerto. La respuesta sistémica es mas importante en el grupo de
trasplante con pancreatitis, probablemente en relacion a una mayor
inflamacion local pancreatica provocada por la isquemia-reperfusion, y
ello ocurre a pesar de no presentar paso hepatico de mediadores. Esta
respuesta no es diferente de la hallada al realizar el trasplante isogénico
heterotdpico aislado, lo que sugiere la existencia de un umbral maximo de
inflamacion sistémica. Los hallazgos de la histologia pulmonar también se
correlacionan con los parametros bioquimicos. Por otro lado, en la sangre
periférica del grupo de trasplante y pancreatitis del injerto destaca un
aumento significativo en los niveles de ambos tipos de receptor soluble
del TNFa, respecto del grupo de pancreatitis e incluso respecto al
trasplante aislado. Esta elevacion podria suponer que al realizar dos
estimulos nocivos sobre la glandula pancreatica existe un doble
mecanismo aditivo para la sintesis de esta citoquina, o lo que es lo
mismo, a mayor lesion glandular mas sintesis de TNFa. Algunos estudios
han valorado la utilidad de |la determinacién de los RsTNFa para medir la
severidad de la inflamacién pancreatica. Kaufmann ha observado que las
concentraciones plasmaticas de Rs{TNFa son superiores en pacientes
con pancreatitis grave que en formas leves de la enfermedad. Esta
elevacion se correlaciona positivamente con anomalias en parametros

fisiolégicos, desarrollo de FMO y mortalidad. La asociacion con la necrosis
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pancreatica sugiere que mediante la regulacion de los efectos del TNFa,
el Rs{TNFa refleja la lesion tisular inflamatoria que conduce a
complicaciones sistémicas. La sensibilidad y especificidad de las
concentraciones plasmaticas de RsTNFa para la prediccion de
pancreatitis aguda severa fueron del 90 y 100% respectivamente®*®,

En cuanto a la expresion hepatica del mRNA respecto de la
pancreatitis, en el grupo de pancreatitis y trasplante en el injerto se
expresa mas intensamente la IL-6 y el TNFa y no se expresa la HSP70,
tal como ocurre en el grupo de trasplante aislado. Ello implica que en el
trasplante con pancreatitis en el injerto se producen a nivel hepatico gran
cantidad de citoquinas, aun sin circulacion hepatica directa de
mediadores, y que no se produce una agresion directa sobre el higado.

La administraciéon intraductal de taurocolato sédico sobre el
injerto de un isotrasplante heterotopico pancreatico provoca una
necrosis acinar afadida a la inflamacién local. Existe un aumento de
las citoquinas en circulacidon sistémica respecto de los modelos
aislados de pancreatitis inducida por taurocolato sédico y de
isotrasplante. La respuesta sistémica pulmonar de la pancreatitis del
injerto es superior a la que aparece tras una pancreatitis sobre
dérgano nativo, pero no a la provocada por el injerto sin pancreatitis,
lo que sugiere la existencia de un umbral inflamtorio maximo
alcanzado tras el sindrome de isquemia-reperfusion.

En la tercera parte de nuestro estudio se comparan las lesiones
local y sistémica provocadas tras la realizacion de un trasplante con

pancreatitis sobre el érgano nativo o sobre el injerto. En ambos casos la
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lipasa plasmatica se halla elevada en rangos de pancreatitis. La MPO
pancreatica se halla elevada en el 6rgano nativo con pancreatitis,
mientras que es muy superior y sin diferencias en ambos injertos
pancreaticos, independientemente de la realizacidon de una pancreatitis
sobre el injerto. Tampoco existen diferencias entre los niveles de MPO
pulmonar, siendo muy elevadas en ambos casos. Los niveles plasmaticos
de RsTNFa son en ambos casos superiores a los mostrados en el grupo
de trasplante aislado. No hay diferencias significativas en los niveles de
Rs{TNFa entre ambos grupos. Sin embargo, los niveles de Rs;TNFa son
superiores en el grupo de trasplante con pancreatitis en el 6rgano nativo,
lo que induce a pensar que la lesion sobre dos érganos tiene mayor
capacidad proinflamatoria que la doble agresién sobre el mismo pancreas.
Sin embargo, no puede descartarse que este efecto se deba en parte a
una mayor estimulacion hepatica por la llegada via portal de mediadores
producto de la pancreatitis en 6rgano nativo. De hecho, en el grupo de
trasplante con pancreatitis en el nativo, se expresa intensamente el
mMRNA de IL-6, como corresponderia a todos los grupos de trasplante,
pero la expresion hepatica de TNFa y HSP70 también es superior al
grupo de pancreatitis en el injerto (figura 67).

Aunque el isotrasplante con pancreatitis en el érgano nativo
presenta a nivel hepatico una respuesta endégena a la agresiéon
condicionada por el paso directo de mediadores provenientes del
pancreas, no existen diferencias significativas en la respuesta
sistémica tras la realizacion de un isotrasplante aislado o con

pancreatitis en el injerto o en el érgano nativo.
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A la luz de los resultados de este trabajo se puede inferir que la
respuesta sistémica a la inflamacién pancreatica depende de varios
factores. Entre ellos parece tener mucha importancia el grado de
infiltracion inflamatoria local, siendo incluso mas importante que el grado
de destruccion acinar por necrosis. Esto contradice en parte a algunos
autores, que postulan que la severidad de la pancreatitis aguda esta
relacionada con el tipo y grado de muerte celular?”®. Sin embargo otro
hecho importante en contra de ello parece ser que en los modelos de
pancreatitis aguda en los que se consigue una disminucion de la
activaciéon del tripsindégeno, aunque se disminuya el grado de necrosis
acinar, no se consigue disminuir la respuesta inflamatoria sistémica (ni el
infiltrado leucocitario a nivel pancreatico ni el grado de alteracién
histolégica pulmonar). También parece evidente la participacion del
higado en la génesis de esta respuesta inflamatoria sistémica, aun en los

casos sin paso directo de mediadores a través de la circulacion portal.
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En base a los resultados de este estudio podemos concluir que en

los modelos experimentales desarrollados:

° La lesion por isquemia-reperfusion pancreatica tiene
mayor poder quimiotactico local que la necrosis celular desarrollada

por la administracion intraductal de taurocolato sédico.

° La magnitud de la respuesta inflamatoria sistémica a
nivel pulmonar depende mas del grado de infiltracién inflamatoria
local en el pancreas que de la cantidad de necrosis y destrucciéon
acinar. A mayor respuesta inflamatoria local, mayor respuesta

sistémica.

° El higado participa de forma activa en la génesis de la

respuesta sistémica derivada de la inflamacién pancreatica,
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independientemente del paso hepatico directo de mediadores por la

circulacién portal.

° La administracion intraductal de taurocolato sédico
sobre el injerto de un isotrasplante heterotépico pancreatico provoca
una respuesta sistémica pulmonar de mayor intensidad que la

pancreatitis sobre 6rgano nativo.

° La similitud entre la respuesta sistémica pulmonar de la
pancreatitis del injerto y de la realizaciéon de un trasplante aislado,
pese a existir un aumento de las citoquinas en circulacion sistémica,
sugiere la existencia de un umbral maximo de respuesta inflamatoria

sistémica.

° La presencia de tejido pancreatico viable no modifica la

respuesta inflamatoria sistémica a la inflamacién pancreatica.
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