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I-Introduccion

1. PANCREATITIS AGUDA.

1.1. Definicion.

El pancreas es un 6rgano que muestra una longitud que varia entre 15-25
cm y que pesa entre 70 y 150 g en el adulto. Esta localizado en el retroperitoneo,
en intimo contacto con otros érganos como el estdmago en su porcion superior, el
duodeno al cual esta unido, el bazo en la zona de la cola, el colon transverso por
delante y el rifidn y la glandula suprarrenal izquierdos (figura 1).

Ejerce una doble funcion, endocrina y exocrina. Se comporta como una
glandula endocrina puesto que posee un 1-2% de células capaces de secretar
hormonas en un pancreas adulto, la mayor parte dispuestas en los islotes de
Langerhans. El pancreas endocrino esta formado en un 60-75% por células  que
segregan insulina y en un 20-25% por células o que segregan glucagon. El resto
son células y y pp que segregan somatostatina y péptido pancreatico
respectivamente. La mayor parte del parénquima pancreatico esta compuesto por
células acinares que se encargan de la secrecién de enzimas digestivas, que
mediante conductos van a parar al intestino para ayudar a digerir los alimentos.

La diferenciacion histologica y funcional de la glandula pancreatica permite
la clasificacion de su patologia segun se afecte la parte endocrina o exocrina.
Entre los procesos patolégicos que afectan a la parte endocrina, destaca la
alteracion de las células B que es la causante de la diabetes mellitus. Las
enfermedades que afectan la parte exocrina sobre todo son de tipo inflamatorio y
tumoral. Dentro de la patologia inflamatoria, por su frecuencia y repercusion,
destaca la pancreatitis aguda sobre la cronica.

Los procesos inflamatorios
del pancreas estan desenca-
denados por diversos factores
etioldgicos, algunos de los cuales
pueden dar lugar tanto a
pancreatitis aguda como cronica.
La pancreatitis aguda (PA) es una
enfermedad en la que el espectro
clinico varia ampliamente. Mientras
que en la mayoria de las ocasiones
la enfermedad es leve, de curso
autolimitado y mejora en pocos

Figura 1.- Localizacion del pancreas.
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dias con medidas terapéuticas sintomaticas, en otras ocasiones evoluciona de
forma fulminante como un cuadro de extrema gravedad y resistente a todo tipo de
tratamientos. Esta variabilidad en la presentacion, en la etiologia y en la evolucion
clinica de la PA ha dificultado su estudio. Tras la primera descripcion de la
pancreatitis aguda por Fitz en 1889 ha habido muchos intentos de clasificacién de
la enfermedad, basandose al principio en criterios post-mortem o por hallazgos
operatorios.

Desde 1963 se ha tratado de unificar criterios de diagndéstico, prondstico,
severidad y manejo de los pacientes con pancreatitis, realizando numerosas
reuniones multidisciplinares de consenso que han incluido profesionales de todas
las ramas de la salud y la medicina. Aunque con posterioridad a la reunion de
Atlanta (Bradley, 1993) se han identificado defectos menores o situaciones que no
quedan bien reflejadas (Dervenis, 2000; Uhl y cols., 2002), sus definiciones,
criterios y clasificacién siguen vigentes actualmente:

Pancreatitis aguda: proceso inflamatorio agudo del pancreas, con
afectacion variable de otros tejidos regionales y sistemas organicos alejados. Se
manifiesta por la aparicion subita de dolor abdominal acompanado con frecuencia
por vomitos, fiebre, taquicardia, leucocitosis, asi como elevacién de las enzimas
pancreaticas en sangre y/u orina. Histolégicamente sus hallazgos varian desde la
aparicion microscopica de edema intersticial y necrosis grasa del parénquima
pancreatico, a extensas areas macroscopicas de necrosis y hemorragia
pancreatica y peripancreatica.

Se diferencia la pancreatitis aguda leve de la pancreatitis aguda grave.

Pancreatitis aguda leve: pancreatitis aguda asociada a una ligera alteracion
organica, con recuperacion completa y ausencia de fallo multiorganico o
complicaciones sistémicas o locales. Histolégicamente se presenta como edema
intersticial, pudiendo encontrarse areas microscopicas de necrosis glandular.
Constituye aproximadamente el 75% de los casos de la practica clinica y su
mortalidad oscila entre el 0-5% (Beckingham y Bornman, 2001).

Pancreatitis aguda grave: pancreatitis aguda que en su evolucion se asocia
con la aparicion de fallo multiorganico y/o complicaciones sistémicas y/o
complicaciones locales. Histoldgicamente se pueden apreciar areas de necrosis y
hemorragia pancreatica y peripancreatica, que se han relacionado directamente
con la aparicion de las complicaciones que van a determinar la gravedad y el
pronéstico de la enfermedad (Schoélmerich y cols., 1993).

Para intentar objetivar la gravedad de la PA se emplean clasificaciones
pronosticas como la de Ranson que son utiles tras las 48 h del inicio de la
enfermedad (Ranson y cols., 1974) o la evaluacion APACHE Il que puede
utilizarse en cualquier momento del desarrollo de la enfermedad (Larvin y
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McMahon, 1989). La PA grave se presenta con una frecuencia aproximada del
25% y una mortalidad que varia entre el 10-45% (Beckingham y Bornman, 2001).

Fallo multiorganico (presencia de dos o mas de los siguientes factores):
Shock: tension arterial sistolica < 90 mm Hg.
Insuficiencia respiratoria: presion arterial de oxigeno < 60 mm Hg.
Insuficiencia renal: creatinina > 177 umol/l o 2 mg/dI tras rehidratacion.
Hemorragia digestiva: > 500 ml/24 horas.
Complicaciones sistémicas:
Coagulacion intravascular diseminada (CID):
Plaquetas < 100 000/mm?®
Fibrindbgeno < 80 ug/ml.
Productos de degradacion del fibrinégeno (PDF) > 80 ug/ml.
Alteraciones metabdlicas severas:
Calcemia < 1.87 mmol/L o 7.5 mg/dI.
Complicaciones locales:

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

Coleccion fluida aguda: acumulacién de liquido en o cerca del pancreas
que aparece de forma temprana en el curso de la PA. De forma caracteristica
carece de una pared de tejido fibroso o de granulacion que la delimite, lo que la
diferencia del absceso y el pseudoquiste pancreatico. La mayor parte evoluciona
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hacia su reabsorcién espontanea, aunque puede progresar a pseudoquiste (si se
cronifica) o a abceso (si se infecta).

Abceso pancreatico: coleccion de pus intraabdominal, generalmente
localizada en la proximidad del pancreas y que contiene poca o0 ninguna necrosis
pancreatica. Clinicamente se presenta como un proceso infeccioso tardio en el
curso de la PA, habitualmente 4 semanas o mas tras el inicio.

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

1.2. Epidemiologia y etiologia.

La pancreatitis aguda es una enfermedad de gran importancia debido a su
frecuencia relativamente alta, y a una incidencia creciente en nuestros dias. A
pesar de las dificultades de ratificar los estudios epidemiolégicos por las
variaciones geograficas, los métodos de diagndstico y la contabilizacién de brotes
repetidos, se puede concluir que en los grandes hospitales entre el 0.15 y el 3%
de los pacientes atendidos en urgencias sufren pancreatitis aguda (Neoptolemos
y cols., 1998; Banks, 2002). De acuerdo con la Organizacion Mundial de
Gastroenterologia sobre la base de 6000 episodios de dolor abdominal agudo, el
2.3% son debidos a la enfermedad pancreatica aguda y puede alcanzar el 1% de
la mortalidad hospitalaria (Banks, 2002).

Es destacable que la frecuencia esta aumentando durante los ultimos afios.
En un estudio reciente que abarca 5312 pacientes en Gran Bretana, se concluye
que la incidencia se ha doblado en los ultimos 30 anos.

En Espania, del total de urgencias médicas se calcula que del 0.2-0.6% son
pancreatitis aguda y suponen del 0.7 al 4% de los ingresos hospitalarios (Aparisi y
Raga, 1991). La incidencia media en los paises de la Union Europea es de 380
casos/10° habitantes / afio (Neoptolemos y cols., 1998). Espafia tiene una
incidencia de 350 casos/10° habitantes / afio (Artaza y cols., 1994), que supone
unos 15.000 nuevos casos anuales, lo que la aproxima mas a los paises nérdicos
(Appelros y Borgstrom, 1999) que a los anglosajones (Lankisch y cols., 2002). La
incidencia en nuestro pais es muy variable, encontrando desde zonas de
incidencia muy baja, como Catalufia (45-50 casos/10° habitantes / afio) (Gatell y
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cols., 1979), hasta zonas donde se alcanzan los 370-390 casos/10° habitantes /
afo (Castilla-Ledn) (Carballo, 1990). En la Comunidad Valenciana la incidencia
se situaba a finales de los afios ochenta en 160 casos/10° habitantes / afio
(Carballo y Mateos, 2002).

La etiologia de la enfermedad es variada, encontrandonos con dos
principales causas etioldgicas, las enfermedades de origen biliar y el alcoholismo.
Un 10% son debidas a causas no comunes como procedimientos quirurgicos,
infecciones, tdxicos o isquemia, y de un 10% a un 30% no se llega a encontrar la
causa denominandolas pancreatitis agudas idiopaticas. En pacientes con
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), la incidencia de la PA es mayor,
bien por la propia infeccion virica o bien por los efectos secundarios de la
medicacion antirretroviral, afectando entre el 4 y el 22% de dicha poblacion (Dutta
y cols., 1997).

Las diferencias encontradas en la etiologia de la enfermedad se deben al
género, edad y distribucion geografica. Asi, en la mayoria de los paises de
Europa, Espana incluida, casi el 60% de los casos de pancreatitis aguda se
deben a litiasis biliar, mientras que en Estados Unidos es el alcohol el principal
responsable.

La edad mas frecuente de aparicién de la pancreatitis aguda se situa entre
los 30 y los 70 afios, con un pico a los 55 afios. La distribucién por sexos tiene
ligeras variaciones en funcidén de la etiologia. Asi, antes de los 50 afios es mas
frecuente en varones y esta en relacion con la etiologia alcohdlica, mientras que
después de esta edad es la mujer la que sufre mas esta enfermedad, en relacion
con la mayor incidencia de litiasis biliar (Navarro, 1991). Aunque parece que el
sexo masculino conlleva peor prondstico, los resultados son contradictorios
(Pezzilliy cols., 1998; Lankisch y cols., 2001).

1.3. Patogenia.

La secrecion pancreatica se produce de manera basal, en ausencia de
comida, y se intensifica en respuesta a la comida, en la denominada secrecién
postprandial. Esta regulada por mecanismos nerviosos, que son importantes para
una regulacion fina de la secrecion, y con mas importancia por mecanismos
hormonales, destacando entre diversas hormonas que pueden intervenir la
secretina y la colecistoquinina.

La secretina que se libera en respuesta a la comida provoca una secrecion
de un fluido rico en bicarbonato, cloro, sodio y potasio. La importancia del mismo
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radica en su alcalinidad, capaz de neutralizar el quimo acido tamponandolo para
que las enzimas pancreaticas actuen correctamente. La colecistoquinina, liberada
en respuesta a los productos de la digestion de grasas y proteinas, provoca la
secrecion de gran cantidad de enzimas digestivas por parte de las células
acinares, sin aumentar de forma significativa el volumen de liquido. Estas enzimas
(lipasa, amilasa, carboxipeptidasa, elastasa, tripsina y quimotripsina) son los
componentes con mayor interés funcional y clinico del jugo pancreatico (Navarro y
cols., 2002).

La tripsina, la quimotripsina y la carboxipeptidasa son las encargadas de la
degradacion de proteinas y péptidos. La lipasa pancreatica hidroliza los enlaces
éster de los triacilglicéridos ingeridos liberando sus componentes acidos grasos y
glicerol. La amilasa actua sobre el glucégeno, almidon y sus componentes para
formar glucidos fermentables (maltosa) y dextrinas no fermentables. Puesto que
tienen tal capacidad destructiva, el pancreas debe protegerse mediante una serie
de estrategias para no ser digerido. Una de estas estrategias es segregar las
enzimas en formas no activas que se activaran en la luz intestinal. El tripsinégeno,
forma inactiva de la tripsina, se activa por la enteroquinasa de la pared intestinal.
La tripsina activa mas tripsinégeno y también activa al quimotripsinégeno y la pro-
carboxipeptidasa. Otra estrategia es la presencia de inhibidores de las enzimas
sintetizadas por el pancreas, como es el inhibidor intrapancreatico de la tripsina
(aq-antitripsina).

Los ribosomas del reticulo endoplasmatico rugoso sintetizan las
proenzimas que tras pasar a las cisternas del aparato de Golgi se agrupan en los
denominados granulos de zimogeno. Cuando se estimula la secrecion
pancreatica, aumenta la sintesis de proenzimas y los granulos van migrando
hacia la superficie celular, descargando su contenido mediante un proceso de
exocitosis en el que los lipidos y las proteinas de la membrana de los granulos se
unen a las del borde apical de la célula.

En 1896, Chiari postulé que la enfermedad descrita sistematicamente por
Fitz siete afos antes se debia a la autodigestion del pancreas por sucumbir a sus
propias propiedades digestivas (Chiari, 1896). Las ideas de Chiari propiciaron
multitud de investigaciones y han servido de base durante muchos anos para el
estudio de la patogenia de la enfermedad. Pocos afios después, Opie formuld la
teoria del canal comun (Opie, 1901), afirmando que el taponamiento a nivel de la
ampolla de Vater formaria un canal comun que permitiria el paso de bilis al
pancreas causando pancreatitis aguda. Otra posibilidad era el reflujo duodenal,
que debido a un mal funcionamiento del esfinter de Oddi, pasase al pancreas
digiriéndolo (McCutcheon y Race, 1962). Hoy se sabe que incluso la obstruccion
del conducto pancreatico por si s6lo puede desencadenar una PA por el aumento
de presion intraductal (Austin y cols., 1980).




I-Introduccion

Propiciadas por las teorias de Chiari se realizaron investigaciones para
evitar la autodigestion frenando o limitando la secrecion de enzimas e inhibiendo
enzimas pancreaticas, pero sistematicamente los resultados inicialmente
esperanzadores se transformaban en fracasos al mantenerse los efectos
sistémicos de la enfermedad (Buchler y cols., 1993). Los datos experimentales
muestran el papel local de la tripsina en la pancreatitis aguda. De hecho, se
puede detectar la presencia de tripsina antes del dafio celular acinar y también el
péptido que se libera tras su activacion, denominado péptido de activacion del
tripsinégeno (Otani y cols., 1998). Ademas, los pacientes con pancreatitis
hereditaria presentan una mutacién del tripsindgeno que da lugar a una tripsina
resistente a la inactivacion (Whitcomb, 1999).

En 1982, Steer y colaboradores observaron que se producia una
colocalizacion de los granulos de zimégeno cargados de enzimas digestivas con
hidrolasas lisosomales en las fases tempranas de la pancreatitis aguda inducida
por etionina (Koike y cols., 1982). La colocalizacién se produce mediante un
proceso de crinofagia que supone la fusion de lisosomas con los granulos de
zimogeno (figura 2). Otros modelos experimentales mostraron el mismo proceso,
tanto por estimulacidn con ceruleina como por obstruccion del conducto
pancreatico, llegandose a observar también fendmenos de endocitosis de
enzimas secretadas y alteraciones del transporte de los granulos de zimoégeno
(Watanabe y cols., 1984; Saluja y cols., 1989). Se ha demostrado que la
catepsina B presente en los lisosomas es capaz de activar al tripsindgeno
(Halangk y cols., 2002) y que los ratones knockout de la catepsina B presentan
menores niveles de tripsina intrapancreatica tras la induccion experimental de la
PA (Halangk y cols., 2000). Parece que tras la colocalizacion de los granulos de
zimogeno con los lisosomas, la catepsina B es la causante de la activacion del
tripsinégeno. Las vacuolas formadas por el mecanismo de colocalizacion tienen
una membrana fragil pudiéndose liberar enzimas destructivas al citoplasma.

Sin embargo, diversas evidencias han cuestionado esta teoria, como la
posibilidad de conseguir colocalizacion sin producir pancreatitis aguda (Luthen y
cols., 1995b). Por otro lado, ni la administracién de inhibidores de enzimas
lisosomales in vivo previene el desarrollo de la PA, ni su administracién in vitro
reduce los niveles de activacién del tripsindgeno (Steer, 2002).

Aunque limitando la activacidn de tripsindbgeno se disminuye el grado de
necrosis acinar en los ratones knockout de catepsina B, no se consigue disminuir
la respuesta inflamatoria sistémica (Halangk y cols., 2000) y otros mecanismos
podrian activar la tripsina, como alteraciones del pH o la NADPH oxidasa de los
neutroéfilos (Gukovskaya y cols., 2002b).
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Figura 2.- Teoria de la colocalizaciéon enzimatica como fendmeno iniciador de

la pancreatitis aguda.
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1.4. Fisiopatologia. Efectos sistémicos de la pancreatitis
aguda.

La pancreatitis aguda presenta una mortalidad relativamente elevada por
los efectos sistémicos que produce. Clasicamente se pensaba que el shock era la
causa mas importante de mortalidad inmediata (Fry, 1988), pero actualmente se
considera que es el fallo respiratorio agudo, como se detalla en el apartado 1.4.2.

El shock esta producido por una hipovolemia y depresion miocardica. En
las pancreatitis necréticas se aumenta el gasto cardiaco, disminuyéndose las
resistencias periféricas y aumentando las resistencias pulmonares con respecto a
las pancreatitis leves (Beger y cols., 1986). El ileo paralitico, los vomitos y sobre
todo la formacién de ascitis y extravasacion de fluidos hacia el espacio
extracelular, como sucede en el pulmon, produce una pérdida de volumen de
aproximadamente un 30% (Wilson y Imrie, 1991). No existe afectacion estructural
del corazén, asi que se ha asociado la posible depresion cardiaca a una
disminuciéon de la precarga o por agentes cardiacos extrinsecos (Altimari y cols.,
1986) asi como descenso del flujo con aumento en la permeabilidad vascular a
nivel microcirculatorio, produciendo fendmenos isquémicos tanto en el pancreas
como en otros 6rganos a distancia (Foitzik y cols., 2000). Se pueden detectar
ademas signos de coagulacién intravascular diseminada, como la elevacion de los
niveles de los productos de degradacion del fibrinobgeno, el descenso en el
numero de plaquetas y de fibrinbgeno y aumento del tiempo de protrombina
(Ohlsson y Genell, 1991).

La insuficiencia renal es una complicacion frecuente, provocada por la
hipovolemia y la hipoperfusion, que conduce a una necrosis tubular aguda. Menos
de un 5% de los pacientes con pancreatitis aguda sufren esta complicacion, pero
aparece en un 20% de los que requieren cuidados intensivos. La mitad de
pacientes con fallo renal agudo en la pancreatitis mueren, sufriendo mayor
afectacion sistémica (Ljutic y cols., 1996).

La afectacion hepatica directa es baja, con estudios contradictorios al
respecto. Parece que la importancia del higado radica en su contribucién a los
efectos sistémicos, como por ejemplo, el aumento que produce de fosfolipasa Az y
su contribucion a la afectacion pulmonar (Closa y cols., 1996; Closa y cols., 1999).

El aparato digestivo puede afectarse también y su sintomatologia queda
enmascarada por el cuadro general dificultando su deteccion. Se puede producir
traslocacion bacteriana causando complicaciones sépticas y se han descrito
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hematomas intramurales difusos, estenosis isquémicas ileales o necrosis del
duodeno (Umeno y cols., 2000).

En la mitad de casos de pancreatitis aguda se produce hipocalcemia e
hiperglucemia. Las zonas de necrosis secuestran el calcio por un proceso de
saponificacion, pero la hipocalcemia causada tiene poca repercusion clinica. La
hiperglucemia probablemente sea secundaria a la destruccion de los islotes
pancreaticos, a la alteracion de la secrecion de la insulina y del glucagén, y a la
liberacidn de catecolaminas (Windsor y Hammodat, 2000).

Otras afectaciones menos frecuentes son la retinopatia de Purtscher
(manchas blanquecinas y zonas de hemorragia alrededor de la macula) (Hollo y
cols., 1994), brotes de artritis (Hammond y Tesar, 1980), nédulos en el tejido
celular subcutaneo o lesiones osteoliticas de la médula 6sea por necrosis de la
grasa secundaria a la liberacion de la lipasa (Wilson y Imrie, 1991) e incluso
encefalopatia pancreatica por el paso de enzimas pancreaticas al liquido
cefalorraquideo (Boon y cols., 1991).

La enfermedad pancreatica ha tenido diferentes enfoques a lo largo del
tiempo. Al principio se pensaba que la mayoria de los efectos sistémicos de la
enfermedad eran fruto de la liberacion de enzimas por el pancreas. De hecho, la
fosfolipasa A, es capaz de alterar el surfactante pulmonar, mientras que la
calicreina y la activacion del complemento podrian provocar inestabilidad
hemodinamica (Lasson y Ohlsson, 1984; Balldin, 1987). Ante esta perspectiva, la
estrategia fue usar inhibidores de proteasas para intentar paliar los efectos de
dichas proteasas activadas. Aunque se ha relacionado la cantidad de tripsindgeno
y tripsina en sangre con la lesion pulmonar asociada a la pancreatitis (Hartwig y
cols., 1999) los tratamientos destinados a inhibir el tripsinégeno y la tripsina no
han sido del todo satisfactorios.

Diferentes estudios se centraron en la fosfolipasa A, por su posible relacion
con la afectacion pulmonar. La PLA; es una enzima con una forma asociada a la
membrana y otra secretoria (a su vez subdividida en dos tipos). Tiene un papel
determinante en diferentes procesos inflamatorios por su accion directa sobre
membranas celulares, como mediador de la sintesis de otros mediadores de la
inflamacion y por su accion como segundo mensajero celular (Vernon y Bell,
1992). La activacion de esta enzima refleja el desencadenamiento de procesos
hidroliticos por parte de las proteasas que contienen las células pancreaticas,
especialmente la tripsina.

Experimentalmente se ha demostrado que la PLA; inhibe la sintesis de
fosfolipidos pulmonares y que degrada las lecitinas, lo que conllevaria un
descenso en los niveles de surfactante. Ademas, su instilacién a nivel pulmonar
produce una serie de cambios caracterizados por edema alveolar, acumulo de
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células inflamatorias, alteracion del intercambio gaseoso y alta mortalidad
(Edelson y cols., 1991). Clinicamente se ha relacionado la concentracion de la
PLA; con la severidad de la PA (Hietaranta y cols., 1999). De forma experimental,
el aumento en los niveles de amilasa plasmatica es detectable a la hora de la
induccién de la PA pero los niveles de PLA;, no suben hasta las 6 h tras la
induccion, lo que sugiere que la PLA; no se libera por destruccion de las células
acinares pancreaticas sino que es sintetizada posiblemente por mediadores
celulares de la inflamacion, macrofagos o neutréfilos (Closa y cols., 1996). A la
PLA; se le atribuyen numerosos efectos en la afectacion pulmonar de la PA, la
activacion de los neutrofilos y el incremento en la produccion del péptido activador
de plaquetas (PAF) y del 6xido nitrico en los pulmones (Tsukahara y cols., 1999).

1.4.1. Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS).

El fracaso de los tratamientos destinados a inhibir la fosfolipasa A, y las
pocas diferencias que existen entre el sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica que aparece en la PA y el que surge en otras enfermedades, como
puede ser el shock séptico o los grandes quemados, han provocado que se deba
cambiar la vision y no nos limitemos s6lo a enzimas activadas. Rinderknecht a
finales de los afios ochenta (Rinderknecht, 1988), propone que son los
mediadores de la inflamacion los que provocan la activacion de las células
inmunoldgicas en 6rganos a distancia, y que la sobreestimulacion o la respuesta
incontrolada de estas células daria lugar a las lesiones tisulares que harian
fracasar los diferentes 6rganos hasta entrar en el fracaso multisistémico. De esta
forma, serian los mediadores de la inflamacion el nexo de union entre la lesién
pancreatica, proceso aparentemente local, y la lesién de 6rganos a distancia que
hacen de este proceso una enfermedad sistémica (figura 3).

Tabla 1.- Enumeracion de los criterios clinicos del SRIS.

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

Temperatura >38°Co<36°C.

Frecuencia cardiaca > 90 latidos / minuto.

Frecuencia respiratoria > 20 respiraciones / minuto.

Recuento de leucocitos > 12x10%L, < 4x10"/L 6 > 10% de inmaduros
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Actualmente, la tendencia es a considerar la pancreatitis aguda grave como
bifasica. La primera fase se corresponde con un sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SRIS) que conduce al fallo multiorganico responsable de la
mortalidad inicial, que puede alcanzar el 60% de los pacientes fallecidos por PA,
especialmente cuando existe afectacion pulmonar. Si fallan los mecanismos de
defensa natural o falla la intervencién terapéutica, se desarrollara una segunda
fase caracterizada por la aparicion de complicaciones locales, generalmente de
tipo séptico, que van a crear un segundo pico de mortalidad (Neoptolemos y cols.,
1998).

Se considera que el SRIS surge por el descontrol de la respuesta
inflamatoria necesaria del organismo ante determinadas agresiones que, en
condiciones normales, quedaria confinada al érgano de origen por la accion de
inhibidores, agentes antiinflamatorios o mecanismos de contrarregulacion.
Participan en el SRIS los denominados mediadores de la inflamacion los cuales
pueden ser clasificados en: componentes celulares, (sobre todo macréfagos y
neutroéfilos), mediadores de origen celular y mediadores de origen humoral (figura
4). La pancreatitis aguda es por tanto un modelo ideal para estudiar estos
procesos de inflamacion sistémica (Wilson y cols., 1998).

El fracaso multiorganico hace referencia a la evolucion del SRIS, y se
define como el sindrome progresivo, potencialmente reversible, de fallo organico
que afecta a dos o mas sistemas diferentes del 6érgano de origen. Los sintomas
pueden variar entre una disfuncion leve transitoria y el fallo irreversible de un
organo, siendo la mortalidad directamente proporcional a la rapidez de
instauracion y al numero de 6rganos afectados (Giroir, 1999; Buter y cols., 2002).

El grupo de Norman (Norman y cols., 1995a), mediante técnicas de
inmunohistoquimica y determinacion de mRNA, ha puesto de manifiesto que tras
la induccién de la pancreatitis aguda los macréfagos son los iniciadores de la
respuesta inflamatoria y, por su capacidad de activar otros leucocitos y producir
grandes cantidades de mediadores proinflamatorios, extienden y amplifican la
inflamacién. Estudios in vitro de monocitos obtenidos de pacientes con
pancreatitis aguda revelan que estas células se encuentran activadas,
observandose un aumento en la secrecion de TNF-a e IL-6 en el medio de cultivo
celular (McKay y cols., 1996). Los macrofagos alveolares activados tras la
induccion de la PA liberan mediadores quimiotacticos capaces de atraer a los
neutroéfilos al pulmoén (Tsukahara y cols., 1996). Las células de Kupffer del higado
también estan implicadas en el dafo pulmonar resultante de la activacion de los
neutrdéfilos (Closa y cols., 1999; Folch y cols., 2000a).
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Figura 3.- Papel de los diferentes mediadores de la inflamacién en la
fisiopatologia de la PA.
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La implicacion de los neutréfilos en la fisiopatologia de la PA ha quedado
demostrada tanto por estudios morfolégicos como por la presencia de productos
derivados de los neutréfilos en el pancreas, en el pulmén y en el plasma de estos
pacientes. Un ejemplo es la mieloperoxidasa, enzima que contienen los
neutrofilos, que se utiliza como marcador de infiltracion inflamatoria tisular por
neutréfilos (Folch y Closa, 2001). La tripsina puede hidrolizar proteinas del
complemento produciendo los agentes quimiotacticos C3a y Cb5a, que podrian
reclutar neutréfilos en el pancreas (Acioli y cols., 1997). La elastasa también esta
implicada en el reclutamiento de neutréfilos (Tsuji y cols., 1994). En modelos de
pancreatitis edematosa estos productos parecen ser la principal fuente de
radicales libres (Closa y cols., 1994).

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

Otras células implicadas en estos procesos, como son las células
endoteliales, tienen un papel primordial en el reclutamiento neutrofilico y la
consecuente inflamacion. Las células endoteliales expresan una serie de
moléculas reguladoras de la marginacién y adherencia de los neutrofilos como la
P-selectina, la E-selectina, la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y la
molécula de adhesion vascular 1 (VCAM-1) (Frossard y cols., 1999). La expresion
de dichas moléculas se induce por la presencia bien de citoquinas como el TNF-q,,
o bien por la presencia de especies reactivas del oxigeno (Folch y cols., 1999).
Numerosas evidencias experimentales indican reclutamiento de neutrofilos por el
pulmén y una elevada permeabilidad vascular pulmonar (Bhatia y cols., 1998). En
modelos experimentales de PA se ha observado que la interferencia en cualquiera
de las cuatro fases senaladas anteriormente, en especial las dos primeras, atenua
la gravedad de la afectacién pulmonar (Lundberg y cols., 2000). Los mastocitos
podrian incluso formar parte del componente celular implicado ya que, situados en
vecindad de los vasos de la mayoria de los tejidos, liberan citoquinas, serotonina
e histamina que participan en los cambios de la microcirculacién tipicos de la
respuesta inflamatoria asociada a la PA (Dib y cols., 2002).
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Figura 4.- Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS).
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Dentro de los componentes de origen celular, cabe destacar las citoquinas
y los radicales libres que se desarrollaran en los siguientes apartados. Asimismo
hay que mencionar el factor activador de plaquetas (PAF) y los eicosanoides. La
regulacion de la produccion de PAF esta intimamente relacionada con IL-1 y
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TNF-a, puesto que la inhibicion de la produccién de cualquiera de ambas
citoquinas atenua la produccién de PAF, mientras que la inhibicion de PAF atenua
la produccién de IL-1 y TNF-a (Norman, 1998). De forma experimental, se ha
mostrado que produce una liberacion masiva de amilasa por parte de las células
acinares, promoviendo el infiltrado inflamatorio del pancreas. El pancreas es
capaz de producir PAF y las concentraciones pancreaticas aumentan en la
pancreatitis aguda (Zhou y cols., 1993). También aumenta en pulmén y en sangre
en el desarrollo de la enfermedad (Zhou y cols., 1993). La administracién
intraperitoneal o intravascular de PAF en modelos experimentales puede provocar
o incrementar la severidad de la pancreatitis aguda. Por este motivo se han
llevado a cabo estudios clinicos y experimentales con inhibidores del PAF (como
el lexipafan), que demuestran una disminucion de la respuesta inflamatoria
sistémica (Johnson y cols., 2001).

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

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

Por ultimo, estos mediadores, y en especial las citoquinas, pueden inducir
aumento de los mecanismos procoagulantes y trombogénicos, con inhibicion de
los anticoagulantes vy fibrinoliticos, que conducen a una coagulacién intravascular
diseminada.
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1.4.2. Afectaciéon pulmonar en la pancreatitis aguda.

A partir de los afos 60, las mejoras en el tratamiento de la enfermedad
permitieron observar una alta incidencia de afectaciéon pulmonar en detrimento de
la mortalidad por efecto del shock hipovolémico y la insuficiencia renal. De hecho,
el pulmén es el 6rgano mas afectado en el transcurso de la PA y el 60% de la
mortalidad durante la primera semana de la enfermedad esta asociada a la
insuficiencia respiratoria (Ranson y cols., 1973). Se pueden distinguir tres
situaciones clinicas o patrones evolutivos de afectacion pulmonar secundaria a la
PA: hipoxemia arterial, insuficiencia respiratoria con cambios morfologicos y
sindrome de distrés respiratorio del adulto (SDRA).

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

Analiticamente se puede apreciar un aumento en la diferencia de pO,
alveolar-arterial, es decir, una importante alteraciéon en el intercambio gaseoso
(Salomone y cols., 2002).

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

En los modelos experimentales, que caracterizaron la histopatologia de la
lesion pulmonar asociada a la PA, se observé que tras la induccion de la PA se
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producia una importante proliferacion 'y marginacion de leucocitos
polimorfonucleares en el interior de los capilares pulmonares (Steer, 2001).
Posteriormente se observaban marcadas alteraciones de las células endoteliales,
edema intersticial y engrosamiento de la membrana alveolocapilar con el
consiguiente aumento del peso seco. Finalmente, se producia la destruccidn
hemorragica de los alveolos y la pérdida completa de la arquitectura alveolar.
Estos cambios morfolégicos, que suponen el aumento de la permeabilidad
vascular, se traducian funcionalmente como la interferencia en el intercambio
gaseoso y producian la alteracion de la relacion ventilacion-perfusion, dando lugar
a hipoxemia (Feddersen y cols., 1991; Willemer y cols., 1991).
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2. CITOQUINAS.

2.1. Concepto.

Las citoquinas son polipéptidos o glicoproteinas de peso molecular inferior
a 30 kDa constituidas por cuatro cadenas con un alto grado de estructura o-
helicoidal y en menor medida de tipo B, liberadas principalmente por las células
del sistema inmunolégico y que actuan como mediadores intercelulares,
regulando la respuesta inflamatoria. Denominadas inicialmente interleuquinas,
actualmente se denominan genéricamente citoquinas (Abbas y cols., 1994).
Constituyen un grupo heterogéneo de proteinas que comparten propiedades y
funciones caracteristicas, se producen en cantidades muy pequenas durante las
fases efectoras de la inmunidad natural y especifica (lo que las hace dificiimente
detectables) y sirven para regular las respuestas inmunitaria e inflamatoria. En
ocasiones regulan también la divisién celular y/o tienen capacidad quimiotactica.

Su secrecion es breve, autolimitada y no se almacenan como moléculas
preformadas, iniciandose su sintesis por activacion de la expresion de los genes
que las codifican. Algunas citoquinas pueden controlarse por mecanismos post-
translacionales como la liberacion proteolitica de un producto activo (Lin y cols.,
2000). Las citoquinas tienen funcion autocrina, paracrina y endocrina, requiriendo
sintesis de RNA para la mayoria de las respuestas que provocan (Yamauchi y
cols., 2001).

A raiz de los estudios sobre la funcion de las citoquinas en el sindrome de
distrés respiratorio agudo, se comenzo6 a investigar su papel en la fisiopatologia
de la PA como mediadores de los efectos tanto locales como sistémicos, en
especial tras la ausencia de resultados satisfactorios con los tratamientos
basados en la teoria de la autodigestién del pancreas. Asi se demostré que la
inyeccion de IL-1 o TNF-a en humanos o animales conducia a la coagulopatia y
caida de la presion arterial similar a la encontrada en el sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica; los niveles de las citoquinas proinflamatorias estaban
elevados en diferentes modelos de PA y en pacientes con PA grave; y el bloqueo
especifico de estas citoquinas en modelos experimentales de PA producia una
menor afectacion sistémica y una mejoria en la supervivencia (Osman y Jensen,
1999).

Los niveles de las citoquinas se han intentado utilizar como marcadores
especificos de gravedad de la enfermedad. Todas ellas pueden tener importancia
en este aspecto, pero los resultados mas satisfactorios se han obtenido con la IL-
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6 por su estabilidad y fiabilidad de medida. Tanto es asi que numerosos estudios
clinicos correlacionan esta citoquina con la severidad de la enfermedad (Viedma y
cols., 1992).

Estas citoquinas serian liberadas principalmente por los macréfagos
pancreaticos activados y los neutrdéfilos que infiltran la glandula tras el inicio de la
PA, como respuesta a la lesidon focal pancreatica. En los estudios experimentales
desarrollados, destaca el papel de citoquinas proinflamatorias como IL-1p, TNF-a,
pero también IL-6 e IL-8 y las citoquinas antiinflamatorias I1L-4 y IL-10.

2.1.1. Citoquinas proinflamatorias y pancreatitis aguda.

Factor de necrosis tumoral a

Principal citoquina proinflamatoria implicada en la respuesta inflamatoria
sistémica estudiada, que se definira con mas detalle en el apartado 2.2.

Interleuquina 1

La interleuquina IL-1 es una potente citoquina proinflamatoria. Como el
TNF-a, se sintetiza fundamentalmente en los macréfagos activados aunque
también en células epiteliales y endoteliales (Fink y Norman, 1997). Existen dos
formas de IL-1, IL-1a e IL-13, ambas de 17 kDa que tienen una homologia inferior
al 30%. Los dos tipos se unen al mismo receptor y tienen efectos biologios
similares aunque la forma o esta mas ligada a las membranas celulares y la forma
B es mas facilmente detectable en sangre (Yamauchi y cols., 2001).

Los efectos biologicos dependen de la cantidad de citoquina liberada
actuando de forma sinérgica con el TNF-a. Es capaz de inducir su propia sintesis,
asi como la sintesis de muchas otras citoquinas como son las IL-2, IL-6 e IL-8 por
parte de los macréfagos y del endotelio vascular, donde ademas, promueve la
expresion de moléculas de adhesion y activa la cascada de la coagulacion.
Indirectamente, por medio de la estimulacion de estas células, es capaz de activar
a los neutrdfilos y conseguir una potente respuesta inflamatoria. A
concentraciones elevadas puede producir fiebre, hipotension, protedlisis
muscular, resorcion 6sea, aumento de la formacion de neutréfilos en la médula
0sea e induccion de la sintesis de proteinas de fase aguda como la PCR (Kuby,
1994).

La IL-1B se correlaciona bien con la severidad de la pancreatitis aguda
independientemente del modelo utilizado (Fink y Norman, 1997). La produccion
de la misma se acompafa de la induccidn de sus receptores asi como de la
enzima convertidora de IL- 1, que es responsable de la hidrélisis de la forma pro-
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IL-1B en la forma activa (Fink y Norman, 1997). A nivel pancreatico ,se ha podido
determinar que la fuente inicial de IL-1B en el curso de la PA experimental son los
macrofagos, siendo estos productores mas activos incluso que los neutrofilos que
infiltran la glandula tras la induccion de la pancreatitis (Fink y Norman, 1996).
También se producen en el parénquima pancreatico grandes cantidades de
receptor antagonista interleuquin-1 (IL-1ra) con papel protector incluso para
organos distales (Norman y cols., 1995b). Los efectos del TNF—a son muy
parecidos, de manera que es muy dificil distinguir entre los dos mediadores. Si
perfundimos ambos a la vez en un animal, los efectos son sinérgicos (Okusawa y
cols., 1988). El tratamiento de los acinos pancreaticos con IL-1 o con TNF-a no
causa colocalizacion de los granulos de zimogeno ni la liberacion de enzimas
tipica de la pancreatitis, por tanto, no parecen tener un papel iniciador de la
enfermedad pero si relacionado con la posterior cascada inflamatoria (Fink y
Norman, 1997). De hecho, en ausencia de IL-1 no se consigue el maximo grado
de inflamacion, necrosis y edema asociado a la PA e incluso se consigue
disminuir la severidad al atenuar ligeramente la mortalidad de la misma (Denham
y Norman, 1999)

Interleuquina 6y 8

La IL-6 se produce por numerosas células como son los macréfagos,
células endoteliales, fibroblastos y células musculares lisas. Es la principal
citoquina mediadora de la sintesis de las proteinas de fase aguda como la PCR,
el fibrinbgeno y la haptoglobina y su administraciéon induce pirexia. IL-6 se
sintetiza en repuesta al estimulo de TNF-qa, IL-1 y endotoxina. IL-6 es el inductor
primario de la respuesta proteinica de fase aguda (Biffl y cols., 1996). Su
importancia radica en que su deteccion en suero es rapida y fiable, siendo
detectable desde los 60 min después de iniciarse su produccion hasta 10 dias
mas tarde (con un maximo a las 4-6 h). Aprovechando esta propiedad, varios
trabajos clinicos han conseguido correlacionar los niveles de IL-6 en suero con la
severidad de la PA (Viedma y cols., 1992). Ademas, en modelos de PA
experimental existe tanto un aumento en los niveles de IL-6 sérico como en la
expresion de su mRNA en diferentes tejidos como higado y pulmén (Kusske y
cols., 1996).

La IL-8 pertenece a una familia de citoquinas pequenas de 8 a 10 kDa,
denominadas quimioquinas, que se encargan de activar y dirigir a los leucocitos a
las zonas de dano. Es una citoquina activadora de linfocitos T y de neutrdfilos,
ademas de un potente agente quimiotactico para dichas células. Se sintetiza en
varios tipos celulares en respuesta al TNF-a, destacando los macrofagos y las
células endoteliales. Se considera como el principal mediador secundario de la
activacion de neutroéfilos por el TNF-o ya que provoca la migracion, expresion de
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moléculas de adhesién, degranulacion y generacion de radicales libres derivados
del oxigeno por estos leucocitos (Gross y cols., 1992). Sin embargo, administrada
a los animales no provoca un estado de shock como el TNF-a o la IL-1p.

Experimentalmente se ha observado un incremento de la concentracion de
IL-8 en el transcurso de la pancreatitis aguda en pancreas, suero y pulmon. Los
niveles elevados se correlacionan con la elevacion de la elastasa neutrofilica, un
marcador de la activacion neutrofilica que puede causar dafio si se encuentra en
alta concentracion (Gross y cols., 1992). En pacientes humanos se ha
correlacionado tanto la severidad como el prondstico de la enfermedad con los
niveles séricos de IL-8, a pesar que la interleuquina 6 se presenta como un mejor
marcador temprano de severidad que la IL-8 (Cheny cols., 1999).

2.1.2. Citoquinas antiinflamatorias y pancreatitis aguda.

La IL-4 es una citoquina producida por los linfocitos Ty2, con accion
antiinflamatoria indirecta, ya que modula la proliferacion de las células implicadas
en la respuesta inflamatoria y la produccion de citoquinas inflamatorias por parte
de linfocitos T, B, NK y macréfagos. Como ocurre con la IL-10, su papel en la
fisiopatologia de la PA esta poco estudiado, pero parece que existe un descenso
en sus niveles durante la PA (Osman y Jensen, 1999).

La IL-10 es una citoquina antiinflamatoria que modula la expresion de las
citoquinas proinflamatorias que se producen al principio de la inflamacion e
inhibiendo la formaciéon de TNF-a, IL-1, IL-6, e IL-8 (Fiorentino y cols., 1991).
Estimula también la produccion del antagonista del receptor de IL-1 y la liberacion
del receptor soluble p75 del TNF-a (Seitz y cols., 1995). La mayoria de los
trabajos experimentales que utilizan IL-10 o alguno de sus agonistas (1T9302)
como agente terapeéutico, disminuyen la severidad y la mortalidad de la PA al
disminuir la expresion del gen del TNF-a (Kotenko y cols., 2001).

Ademas, la interleuquina 10 tiene un papel protector en pacientes humanos
con pancreatitis aguda. Los niveles cambian de indetectables a marcadamente
elevados dentro de las 24 h de la aparicion de la enfermedad, siendo mas altos en
aquellos pacientes con pancreatitis aguda leve que en los que sufren la forma
severa de la enfermedad (Pezzilli y cols., 1997).
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2.2. Factor de necrosis tumoral o (TNF-a).

2.2.1. Estructura y funcién del TNF-a.

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

Se produce a partir de un precursor de 26-kD unido a la membrana. La
accidén catalitica de una desintegrina y metaloproteinasa denominada enzima
convertidora de TNF—a (ECTA) libera la forma soluble de 17-kD que es capaz de
activar receptores especificos del TNF-a. Existe ademas una forma 3 que se une
a los mismos receptores y tiene los mismos efectos. EI TNF-o. de membrana es
activo y parece que es el principal ligando de uno de sus receptores (TNFR3). Una
vez liberado de la membrana se agrega formando complejos de tres moléculas
que se unen y activan los receptores. El TNF—a es capaz de inducir la sintesis de
otros mediadores de la inflamacion, como la IL-10, y su propia sintesis (Vassalli,
1992). El gen que codifica el TNF-a consta de 4 exones y 3 intrones y reside en la
region de clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad. En su region
promotora posee elementos reguladores y zonas de union para multiples factores
de transcripcion como NF-«B o AP-1. La regulacidon postranscripcional del mRNA
del TNF-a es muy compleja, e interviene en ella las MAP quinasas.

Las células que mayor cantidad de TNF-a sintetizan son los monocitos y los
macrofagos, aunque también lo producen los linfocitos B y T, las células NK, los
astrocitos, las células de Kupffer, los queratinocitos, las células de Paneth, los
enterocitos, las células musculares lisas, las células acinares y cierto tipo de
lineas celulares tumorales. El principal estimulo para su produccion es el
lipopolisacarido, pero su producciéon se ve aumentada también en respuesta a
bacterias, virus, citoquinas (IL-1, IL-2 o GM-CSF), complejos inmunolégicos
(complejo mayor de histocompatibilidad), radiacién X, cristales de urato, factor
Cb5a del complemento y especies reactivas derivadas del oxigeno (Tartaglia y
Goeddel, 1992).

El TNF-a tiene dos receptores, codificados por genes diferentes, que se
conocen como p55/TNFR¢ y p75/TNFRy, de 55 y 75 kDa respectivamente. El
TNFR4 se expresa en numerosos tipos celulares, mientras que el TNFR; se
encuentra predominantemente en leucocitos y células endoteliales. Forman parte
de una familia de receptores con un extremo extracelular rico en cisteina. La

25



I-Introduccion

porcion intracelular del receptor TNFR1 contiene el dominio de muerte que se
requiere para la apoptosis y la activacion de NF-xB. El reclutamiento de
determinadas proteinas, como proteinas asociadas a Fas o a la caspasa-8,
conducen a apoptosis, mientras que el reclutamiento del factor 2 asociado al
receptor de TNF y la receptor-interacting protein conlleva activacién de JNK y de
NF-«xB (Hallenbeck, 2002). Si comparamos la afinidad del TNF-a con otras
citoquinas, la afinidad del TNF-a por los receptores TNFR; es
extraordinariamente baja. No obstante, puesto que se sintetiza en grandes
cantidades, los receptores se saturan con facilidad. Ambos receptores pueden
mediante protedlisis liberar la parte extracelular, que mantiene afinidad por el
TNF-a constituyendo los receptores solubles de TNF-a (figura 5). La union a estos
receptores solubles (sTNF-aR) por un lado aumenta la biodisponibilidad del
TNF-a pero parece inhibir su accién y dificulta su medida (Folch y cols., 2001).

Los efectos del TNF—a son diversos, puesto que los receptores estan
distribuidos ampliamente por muchos tipos celulares y ademas estimulan muchos
mediadores. La concentracién de TNF—a y la rapidez de su sintesis diferencian
también los efectos. A bajas concentraciones, unos 10° M, actta localmente
como regulador paracrino y autocrino de los leucocitos y las células endoteliales.
La lista de moléculas que modula es enorme, destacando moléculas de adhesion,
interleuquinas y factores de coagulacién. Estimula aloproteinasas que contribuyen
a la hemorragia y al aumento de permeabilidad vascular. Induce también la
produccion de especies reactivas de oxigeno mediante diferentes fuentes, como
son la xantina oxidasa, la ciclooxigenasa y la NADPH oxidasa (Hallenbeck, 2002).

A mayores concentraciones, entre 10° y 107 M, el TNF-o. pasa al torrente
circulatorio y desarrolla efectos sistémicos. Tiene efecto pirégeno, igual que la IL-
1, por su interaccion con las células reguladoras del hipotalamo en las que induce
un aumento en la produccion de prostaglandinas. Actua sobre el higado para
aumentar la sintesis de proteinas plasmaticas como la proteina C reactiva, la
macroglobulina a y el fibrinbgeno, dando lugar a un proceso conocido como
respuesta de fase aguda a la inflamacién. Por otro lado, activa el sistema de la
coagulacion y es capaz de inhibir la division de las células madre de la médula
Osea, produciendo linfopenia e inmunodeficiencia.

Crénicamente y a concentraciones bajas da lugar a un estado de pérdida
de peso y caquexia (por eso se denomind caquectina), disfuncion metabdlica
producida por el catabolismo de las proteinas, deplecidon de lipidos, resistencia a
la insulina, atrofia de las células musculares y de los adipositos (Papadakis y
Targan, 2000).
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Figura 5.- Receptores de TNF-o. y mecanismo de accion intracelular.
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Cuando las concentraciones de TNF-a. son superiores a 10”7 M, se produce
una situacion similar al shock, en la que los animales de experimentacién mueren
por colapso circulatorio y coagulacion intravascular diseminada. Esta situacion es
similar a la sepsis por bacterias gram-negativas. Deprime la contractilidad
miocardica mediante el NO que reduce la actividad de la célula miocardica. Los
efectos sobre la tensidn arterial se atribuyen a la accidon directa del TNF-a sobre
las células musculares lisas y a sustancias vasodilatadores que estimula como el
NO vy las prostaglandinas. Los efectos procoagulantes estan producidos por el
aumento de factores de la coagulacion y la estimulacién de los leucocitos. Estos
mecanismos explicarian la relacion del TNF-o con el sindrome de distrés
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respiratorio del adulto, la necrosis gastrointestinal, la necrosis tubular aguda o la
hemorragia suprarrenal. También se producen los sintomas de caquexia pero
exacerbados.

El TNF-a ha sido diana de numerosos intentos farmacolégicos de frenar
procesos patoldgicos. Los agentes que incrementan la concentracion de AMPc
intracelular, como la pentoxifilina y el rolipram, bloquean la secrecion de TNF-a
por parte de los macréfagos. La talidomida y sus analogos inhiben la produccion
de TNF-a y de otras citoquinas mediante la accion de fosfodiesterasas vy
favoreciendo la degradacion del mRNA del TNF-a en los macrofagos. Estimula
ademas la sintesis de citoquinas antiinflamatorias como la IL-2 y la IL-10. La
mayoria de los agentes inmunosupresores, como los corticoides, la ciclosporina,
la mesalamina o los salicilatos actuan inhibiendo mediadores intracelulares como
las MAP quinasas o factores de trascripcion como el NF-xB, que modulan la
expresion de los genes encargados de la sintesis de TNF-a. Los inhibidores de
las metaloproteasas interfieren en la separacion del TNF-o de la membrana
celular. Las esperanzas se han centrado en los anticuerpos monoclonales
antiTNF-a (infliximab, CDP571), muy estudiados en relacion con la enfermedad
inflamatoria intestinal (Baert y cols., 1999). Entre los agentes enddgenos que
inhiben la produccién de TNF-a encontramos otras citoquinas (IL-10), derivados
del acido araquidodnico o catecolaminas.

2.2.2. TNF-a y pancreatitis aguda.

En el estudio de la pancreatitis aguda, se ha observado elevacion de los
niveles séricos de TNF-a (Grewal y cols., 1994a; Norman y cols., 1995a). Los
receptores solubles también se liberan en los estadios tempranos de la
enfermedad, coincidiendo con el incremento de TNF-a (Granell y cols., 2004b). El
TNF-a  serolégico se une mayoritariamente a proteinas especificas,
probablemente a sus propios receptores solubles, e induce la liberacién del
receptor sTNF-aR-I (Granell y cols., 2004b). La presencia de dicho receptor
puede interferir con la medida de los niveles séricos de TNF-a. El aumento en los
niveles de los receptores podria explicarse por la liberacion de grandes
cantidades de proteasas, que producirian la liberacion de la porcion soluble del
receptor transmembranoso y la formacién de complejos TNF-a/sTNFR, aunque
estos podrian no ser detectados por métodos que sélo determinen la fraccion del
TNF-a libre no unida a proteinas. Ademas, la medida del TNF—a se dificulta aun
mas por su corta vida media, la variabilidad de los inmunoanalisis y la presencia
de inhibidores circulantes de TNF-a. Para minimizar los errores, los niveles de
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TNF-o. total (el libre mas el unido al receptor) deben ser medidos en vez del
TNF-a libre para estudiar la evolucién de la produccién de TNF-a (Folch y cols.,
2001). Ademas, las concentraciones de los receptores solubles plasmaticos del
TNF-a se han correlacionado con el desarrollo de fallo multiorganico, puesto que
estaban significativamente elevados en pacientes con esta respuesta severa en
comparacién con pacientes sin ella (Hirota y cols., 2000).

La liberacion del TNF-a se produce desde diferentes tejidos en el curso de
la pancreatitis aguda. Aunque las células acinares pueden producir TNF-a, los
leucocitos del infiltrado inflamatorio dentro del tejido pancreatico son considerados
la fuente principal (Norman, 1998). Tras el incremento de la expresion del TNF-a
en el pancreas, se induce su mRNA y la proteina pocas horas mas tarde en
pulmén, higado y bazo (Norman y cols., 1997). La produccidén extrapancreatica
contribuye significativamente a los niveles sistémicos de esta citoquina, puesto
que el bloqueo de las células de Kupffer mediante el cloruro de gadolinio reduce
los niveles de TNF-a en suero en la pancreatitis hemorragica en ratas (Gloor y
cols., 2000). Cabe destacar que la concentracion de TNF-o dentro del tejido
pancreatico es varias 6rdenes de magnitud superior que la encontrada en el suero
y por tanto podria ser toxica para las células (Norman, 1998). En consecuencia, el
TNF-a puede contribuir a la severidad de la pancreatitis por medio de la induccion
de apoptosis 0 de necrosis en las células acinares (Norman, 1998). De hecho, se
ha descrito que el TNF-a activa mecanismos apoptéticos y antiapoptoticos en
células AR42J. Estos mecanismos antiapoptoticos estan mediados por PAP-1
(Malka y cols., 2000). Nuestro grupo ha observado anteriormente que la inhibicion
del TNF-a por la pentoxifilina disminuye marcadamente el infiltrado inflamatorio, el
edema y la deplecion del glutation en pancreas, asi como la actividad lipasa en
suero tras la pancreatitis inducida por ceruleina en ratas (Gomez-Cambronero y
cols., 2000). En el modelo de PA grave inducida por taurocolato, no se consiguen
resultados beneficiosos sobre el pancreas pero si que se consigue disminuir los
niveles de TNF-a e incluso la mortalidad utilizando pentoxifilina (Marton y cols.,
1998). De forma similar, en ratones knockout deficientes de receptores de TNF- a
la tasa de mortalidad debida a pancreatitis aguda necrética disminuye, puesto que
la respuesta sistémica estaba restringida, a pesar que no hubo reduccion en la
severidad del dafio pancreatico (Denham y cols., 1997).

Sin embargo, los efectos de los anticuerpos anti-TNF—a son contradictorios.
Utilizando anticuerpos anti-TNF—o se ha observado un aumento del edema tanto
a nivel pancreatico como pulmonar en el modelo de pancreatitis inducida por
ceruleina (Guice y cols., 1991). Sin embargo, en el modelo de pancreatitis
inducida por taurocolato, se ha observado una mejoria en los parametros
bioquimicos que determinan la severidad de la PA (Grewal y cols., 1994b). En
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resumen, existen evidencias que implican al TNF-a en la fisiopatologia de las
complicaciones tanto locales como sistémicas caracteristicas de la PA grave. No
obstante, esta poco esclarecido aun su papel definitivo tanto en la muerte celular
como en la respuesta inflamatoria.

Por ultimo, cabe destacar que a pesar de todas las evidencias que implican
a las citoquinas proinflamatorias en la progresién de la pancreatitis aguda, ningun
ensayo clinico enfocado en la modulacion de estas citoquinas ha mostrado
efectos beneficiosos claros (Yamauchi y cols., 2001). Sin embargo, se espera que
el descubrimiento de inhibidores espeficicos de citoquinas proinflamatorias
permita el desarrollo de una terapia anti-inflamatoria efectiva (Norton y Clain,
2001).
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3. RADICALES LIBRES.

3.1. Concepto de radical libre.

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

Estas moléculas o atomos tremendamente reactivos se encuentran
implicados en el inicio y desarrollo de numerosas enfermedades (Gutteridge,
1993). Tras la evidencia del papel patolégico de estos compuestos, se han abierto
numerosas vias de investigacion con el fin de modular o paliar sus efectos
deletéreos. En el medio biolégico, los radicales libres mas frecuentes son
compuestos oxigenados y se les llaman especies reactivas de oxigeno (ERO). La
vida, al desarrollarse en presencia de oxigeno, ha convivido con estas ERO que
se han mostrado responsables del dafio oxidativo a macromoléculas bioldgicas
como el DNA, lipidos, glucidos y proteinas (Halliwell, 1996). Multitud de patologias
sin nexo de uniéon se han visto relacionadas por la presencia de estas ERO,
incluso en procesos fisiolégicos como el envejecimiento (Bondy, 1992) o el
ejercicio fisico (Sastre y cols., 1992). De cualquier forma, en muchas de estas
patologias y procesos fisiolégicos se desconoce todavia si son causa o
consecuencia. En general, cualquier agresion a un tejido puede causar ruptura
celular y liberacién del contenido intracelular en el area que rodea la zona
lesionada. Esto incluye a los metales de transicion, capaces de generar pequefas
cantidades de radicales libres que al superar la capacidad de eliminacion pueden
agravar un proceso patologico (Del Maestro y cols., 1980).

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

3.2. Clases de Radicales libres.

Existen muchas clases de radicales libres, tanto dentro de las ERO como
de las ERN. Entre los mas importantes podemos destacar los siguientes: el anién
superoéxido (O,™), poco reactivo pero potencialmente téxico por los intermediarios
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que puede producir; el peroxido de hidrégeno (H202) que, sin ser un radical libre,
puede atravesar las membranas causando dafio oxidativo lejano; el radical
hidroxilo (OH®) que es muy reactivo y con semivida extremadamente corta; el
radical peroxilo (ROO®) que surge de la peroxidacién lipidica y el 6xido nitrico
(NO®) que tiene muchas funciones fisiolégicas, pero que reaccionando con el
superéxido puede formar peroxinitrito (ONOO’) que es muy toxico. La
sobreproduccion de NO en el desarrollo de la PA produciria alteraciones en la
microcirculacion pancreatica y serviria como potente estimulo para atraer a los
neutroéfilos tanto al tejido pancreatico como al pulmonar.

3.3. Génesis de las especies reactivas de oxigeno.

Los radicales libres de oxigeno pueden producirse tanto de forma
endégena como proceder de fuentes exdégenas (Freeman y Crapo, 1982;
Baeuerle y Henkel, 1994). Todos los radicales libres descritos anteriormente
corresponden a especies de formacion enddgena, pero el organismo también esta
expuesto a radicales libres que no son producidos por €l mismo. En la dieta son
ingeridos muchos compuestos de naturaleza prooxidante, ademas son fuente de
radicales libres el humo del tabaco, la polucion ambiental, el ozono, etc. (Ames,
1983; Pryor y cols., 1995; Rock y cols., 1996). En cambio, algunas especies
reactivas de oxigeno surgen como “accidentes quimicos”, es decir, reacciones
secundarias no deseadas entre las biomoléculas o en la detoxificacion de
xenobioticos, otras especies activadas de oxigeno sin embargo se generan in vivo
con un fin determinado, como en el caso de los fagocitos activados, que producen
02" y H20, (Halliwell, 1991). Podemos por tanto distinguir las fuentes exdgenas
de génesis de especies reactivas de oxigeno de las fuentes enddgenas.

3.3.1. Fuentes end6genas

3.3.1.1. La cadena de transporte electrénico mitocondrial.

La cadena de transporte electronico mitocondrial no funciona de
manera perfecta y es una de las principales fuentes de radicales libres en la
célula. De hecho, se calcula que entre el 2 y el 5% de los electrones
transportados por la cadena de transporte electronico mitocondrial en estado 4
(cuando todo el ADP esta en forma de ATP) no llegan al complejo IV y producen
reducciones parciales del oxigeno (Cadenas y cols., 1977; Frei, 1994). Para que
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la reduccion del oxigeno sea completa su reduccion requiere la transferencia
sucesiva de 4 electrones al orbital antienlazante. Para ello, el citocromo a3 del
complejo IV de la cadena respiratoria debe mantener estrechamente unidas a su
centro activo todas las especies parcialmente reducidas del oxigeno hasta la
formacion de dos moléculas de H2O (Benzi y Moretti, 1995). Por el contrario, otros
elementos de la cadena de transporte electronico mitocondrial tienen la capacidad
de transferir un electrén directamente al O, pero no son capaces de retener el idn
superoxido formado (Benzi y Moretti, 1995).

La especie radical asi formada es el O,*, producida del orden de 10™
moléculas de O, por célula y por dia (Ames y cols., 1993) que realiza un dafno in
situ, pero pudiendo también dismutarse formando peroxido de hidrégeno. El
peréxido de hidrogeno si es capaz de atravesar las membranas y salir al
citoplasma, donde puede reaccionar con otras especies formando diversos tipos
de radicales libres (Boveris y cols., 1972).

3.3.1.2. Reaccion de Fenton-Haber-Weiss.

Se descubrié a finales del siglo pasado que se podian oxidar moléculas
organicas por mezclas de peroxido de hidrogeno, que es una molécula
relativamente estable en ausencia de catalizadores que promuevan su
descomposicion, y de Fe*? (reactivo de Fenton) (Fenton, 1894). Fueron Haber y
Weiss quienes dieron una primera explicacion del mecanismo de reaccion: el Fe*?
reduce al H,O, que a su vez se descompone en el radical hidroxilo y el ion
hidroxilo (Haber y Weiss, 1932). Se describid la reaccion de reduccion del H>O»
por iones de metales de transicidn, sobre todo el ion ferroso (Fe*?) y, en menor
medida, el cuproso (Cu®) y otros iones, hoy denominada reaccion de Fenton-
Haber-Weiss que se representa en general:

ROOH + Fe*? - RO® + HO + Fe*®

El hierro parece ser el metal mas importante que actua en los sistemas
bioldgicos a pesar que se puede realizar la reaccidn con otros metales diferentes.
El Fe™ con facilidad se oxida a Fe*, que es quimicamente mas estable y muy
insoluble. Por ello, el hierro libre que pueda haber en los sistemas bioldgicos
estara en muy pequefas cantidades y en forma férrica (Halliwell y Gutteridge,
1986). El ion férrico puede sin embargo ser reducido por el ascorbato (Rawley y
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Halliwell, 1983; Sawyer, 1988) y el radical superdxido (Frei, 1994), con lo que se
genera un ciclo de produccién continua de radicales hidroxilo:

Fe™ +0," > Fe” + 0,

Fe® + AH > Fe? + A"+ H"

No obstante, no se ha podido explicar claramente la reduccion del H,O,
catalizada por metales en células de mamifero ya que hay un gran numero de
proteinas de union a metales (ferritina, transferrina, ceruloplasmina...) que actuan
como reserva de iones metalicos e impiden que estos iones participen en
reacciones redox (Halliwell y Auroma, 1991; Rouault y Klausner, 1996).

3.3.1.3. La enzima xantina 6xidoreductasa como fuente de radicales libres.

La enzima xantina O&xidoreductasa (XOR) es una enzima descrita
originalmente como una aldehido oxidasa en 1902 (Schardinger, 1902).
Actualmente se sabe que existen dos formas de la enzima, la xantina
deshidrogenasa y la xantina oxidasa, que se forma por modificaciones post-
translacionales a partir de la forma deshidrogenasa. Ambas formas enzimaticas
catalizan la hidroxilacion de una amplia gama de sustratos como purinas,
pirimidinas, pterinas y aldehidos. (Hille y Nishino, 1995; Hille, 1996).

3.3.1.3.1. Estructura enzimatica.

La xantina deshidrogenasa y la xantina oxidasa son el producto del mismo
gen, tienen un tamafo similar, el mismo n° de subunidades y requieren los
mismos cofactores (Hille y Nishino, 1995). Ambas formas estan formadas por dos
subunidades idénticas y cataliticamente independientes. Cada subunidad la
forman 1333-1358 aminoacidos, y esta estructura enzimatica se conserva
filogenéticamente sin grandes variaciones en los seres vivos. La forma activa
tiene un peso molecular de 290 kD en conjunto. Cada homodimero tiene
actuacion independiente en la catalisis y contiene un cofactor de molibdopterina,
dos centros ferrosulfurados espectroscopicamente distintos, y un cofactor FAD.

Las dos formas enzimaticas tienen tres dominios, a destacar el conocido
como el dominio de molibdo-pterina. Este es el dominio con el que interacciona la
xantina en la reaccién de catalisis (Enroth y cols., 2000), donde actua el alopurinol
para inhibir la enzima (Massey y cols., 1970), y donde se une el nitrito para formar
oxido nitrico.
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El dominio molibdo-pterina se compone de un atomo de molibdeno unido a
la cadena de aminoacidos que se une mediante un doble enlace a un atomo de
azufre. Posee también un atomo de oxigeno unido con un doble enlace y otro
atomo de oxigeno unido con un enlace simple (figura 6) (Hille, 1996). Este
oxigeno unido mediante un simple enlace es el que debe ser transferido al
sustrato durante la catalisis, para ser repuesto posteriormente del agua (Xia y
cols., 1999). En las enzimas en las que el atomo de azufre unido mediante enlace
covalente al atomo de molibdeno es sustituido por un atomo de oxigeno, el
cofactor molibdo-pterina es inactivo.

Figura 6.- Representacion grafica de los enlaces del atomo de molibdeno.

sulfuro g sulfuro ~ SH
pterina N ” pterina \|\|/| o
Mo=0 0=
| a
sulfuro sulfuro
pterina  OH pterina
sustrato
Forma oxidada Formareducida

Por otra parte, y dado que la XO ha sido considerada por algunos autores
como una fosfoproteina, es de destacar en cuanto a su estructura que posee dos
grupos fosfato en el sitio FAD y uno en el sitio de Molibdopterina (Davis y cols.,
1984). Estos grupos fosfato pueden estar implicados en la regulacion de la
actividad enzimatica.

3.3.1.3.2. Conversion de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa.

La xantina éxidoreductasa es sintetizada como xantina deshidrogenasa y
se mantiene mayoritariamente como tal en la célula, pero puede convertirse
rapidamente en la forma xantina oxidasa mediante oxidacién de los residuos
sulfidrilo o mediante proteolisis. Esta conversién soélo ocurre en la xantina
deshidrogenasa de los mamiferos, incluida la humana y la de rata (Hille y Nishino,
1995), en contraposicién a otras especies, como las aves, en las que no se ha
descrito conversion a XO.

Asi como la xantina oxidasa se relaciona con diversos procesos patolégicos
y produce un dafo oxidativo a los tejidos, la xantina deshidrogenasa puede ser un
importante componente de la defensa del organismo contra el dafio provocado
por los radicales libres a través de la accion antioxidante del acido urico, que es
un potente antioxidante.

La enzima, in vivo, esta mayoritariamente en la forma deshidrogenasa, y
esta enzima puede transformarse en la forma oxidasa en ciertas condiciones
(Stirpe y Della Corte, 1969) a través de un proceso reversible o bien a través de
un proceso irreversible (figura 7).
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La conversion de XDH a XO de forma reversible se lleva a cabo mediante
calentamiento o mediante oxidacion de los grupos tiol de los residuos de cisteina
para formar puentes disulfuro (Stirpe y Della Corte, 1969). Por otro lado, la
conversion de la enzima de forma irreversible se produce por proteolisis (Stirpe y
Della Corte, 1969), la cual puede ser llevada a cabo con tripsina que corta la
enzima tras el residuo de lisina 551, o se lleva a cabo con pancreatina (un
extracto de enzimas digestivas pancreaticas) que corta la enzima tras los residuos
leucina 219 vy lisina 569 (Enroth y cols., 2000). Se ha observado que la
quimotripsina corta la cadena proteica de la enzima tras el residuo de fenilalanina
560 so6lo cuando se encuentra en la forma oxidasa, mientras que en otros puntos
de la proteina corta por igual la forma deshidrogenasa que la oxidasa. Se ha
sugerido que la forma reversible precede a la irreversible, y la conversion
reversible viene precedida por la depleciéon de GSH (McKelvey y cols., 1988).

Las transformaciones producidas causan un considerable cambio
conformacional, de forma que se modifica el ambiente electrostatico del centro
activo y se bloquea parcialmente el acceso del substrato NAD al cofactor flavin
adenina dinucledtido. Este cambio conformacional es responsable de las
diferentes afinidades que ambas formas enzimaticas tienen por los substratos
(Enroth y cols., 2000).

Figura 7.- Conversion de xantina deshidrogenasa en xantina oxidasa.
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3.3.1.3.3. Vias metabdlicas en las que intervienen.

En los mamiferos, la enzima cataliza la hidroxilacion de hipoxantina a
xantina, y de ésta a su vez para dar lugar a acido urico (figura 8). En el ser
humano y los primates este es el ultimo escalon en la degradacion de las purinas,
mientras que en otros mamiferos la via de degradacion de éstas sigue a
alantoina, acido alantoico, acido glioxilico y finalmente acido oxalico mediante la
uricasa, que no se expresa en el hombre (Cutler, 1984).

La xantina oxidasa utiliza hipoxantina y oxigeno (como aceptor de
electrones), para dar lugar a xantina (y eventualmente acido urico) y a radical
superoxido, mientras que la xantina deshidrogenasa, que es la forma
predominante en condiciones fisiologicas, utiliza xantina y NAD" (como aceptor de
electrones) (Parks y cols., 1988). Esta ultima también es capaz de utilizar el
oxigeno como aceptor de electrones, aunque tiene preferencia por el NAD®. En
cambio, la xantina oxidasa solo es capaz de utilizar el oxigeno como aceptor de
electrones.

Figura 8.- Via de degradacién de las purinas.
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Otra reaccion que es catalizada por la XOR es la oxidacion de NADH en
presencia de oxigeno, produciendo radical superéxido. En el caso de XO y XDH
de leche humana y de vaca se ha descrito que la actividad NADH oxidasa de la
enzima puede ser relevante en cuanto a la produccion de ERO in vivo (Harris y
Massey, 1997). La produccion de superdxido por la actividad NADH oxidasa de la
XO de leche de vaca es 10 veces mayor que por parte de la XDH del mismo
origen. Sin embargo, in vivo la proporcion de XO tisular es de 1/4 de la de XDH.
En procesos fisiopatologicos, entre ellos la isquemia-reperfusién, se produce una
conversion de la XDH en XO y un aumento citosolico de NADH, incrementandose
asi la produccién de superoxido a través de la XO. Debemos citar asimismo a
Sanders y cols., que comprueban una mayor actividad NADH oxidasa y por tanto
también una mayor produccion de radical superéxido por la XO humana que por
la de vaca (Sanders y cols., 1997).

Se sabe desde hace casi 100 afos que la enzima cataliza ademas la
reduccion de nitrato a nitrito en condiciones anaerdbicas (Dixon y Thurlow, 1924)
y en la misma linea se ha descubierto recientemente que la XO cataliza también
la subsiguiente reaccién de reduccién del nitrito para la formacién de NO tanto en
condiciones aerdbicas como en hipoxia (Zhang y cols., 1998).

3.3.1.3.4. Distribucién organica, celular y transporte de la xantina oxidasa.

La xantina oxidasa se localiza en el citoplasma celular y su distribucion
varia segun los tejidos y segun las especies. Se trata de una enzima que esta
ampliamente distribuida, siendo particularmente abundante en las células
epiteliales de la glandula mamaria y en el endotelio capilar de diversos organos.
En humanos, el higado y el intestino son los tejidos con mayor riqueza en
actividad de XO, mientras que no se ha conseguido detectar actividad en algunas
células como los eritrocitos.

La distribucién dentro de la célula es basicamente uniforme, aunque tiende
a acumularse cerca del nucleo o de la membrana en contacto con otras células,
pudiendo ser los radicales libres producidos por la misma como activadores de
sefales a otras células o de factores de transcripcién en el nucleo (Rouquette y
cols., 1998).

Rouquette y cols. explican la presencia extracelular de la enzima mediante
un mecanismo de secrecion no clasico y posterior unidn a glicosaminglicanos de
la superficie celular. Para utilizar la via clasica necesitaria una glicosilacion previa,
ademas de la presencia de un péptido sefal y la XOR carece de ambas
caracteristicas (Rouquette y cols., 1998).

La unién de la enzima a la superficie celular estd respaldada por un
aumento del dafio producido en los érganos por la XO transportada por la sangre
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(Terada y cols., 1992), y dicho dafio se previene por inhibidores de la XOR
(Zimmerman y cols., 1988). Asi pues, la XO liberada desde érganos isquémicos
es capaz de producir efectos en érganos a distancia, como el pulmén (Weinbroum
y cols., 1995). Los niveles plasmaticos de XO aumentan si ademas se administra
una perfusion intravenosa de heparina (Tan y cols., 1993). La cantidad de XO
unida a la membrana celular o presente en el espacio intersticial puede aumentar
miles de veces, y desde ahi los productos de la reaccion enzimatica pueden
actuar (Houston y cols., 1999). Esta union a la luz vascular es una unidn
reversible, ya que tanto en humanos como en modelos de shock hemorragico en
ratas, la administracion de heparina provoca el aumento de la cantidad de XO en
plasma sin estar este aumento provocado por lesién adicional (Tan y cols., 1993).
El desplazamiento de la unién de la XO ante la presencia de heparina se atribuye
a la capacidad de ésta para unirse a sitios catidnicos de la XO, compitiendo asi la
heparina con el condroitin sulfato y otros glicosaminglicanos (Houston y cols.,
1999).

Por otra parte, la union de la XO a la superficie celular influye en las
propiedades cataliticas, en la capacidad de producir agentes oxidantes y en la
estabilidad de la propia XO (Radi y cols., 1997) y estos cambios se anaden al
paso inmediato de XDH a XO al liberarse la enzima al plasma (Tan y cols., 1993).
De forma que, ambos mecanismos aumentan la capacidad de produccién de ERO
por la enzima. Una vez unida a la membrana celular de las células endoteliales, la
XO se puede incorporar al interior celular por endocitosis (Houston y cols., 1999).

A lo anteriormente citado se suma que el radical superéxido producido por
la enzima unida a la superficie celular es mas resistente a la neutralizacion por la
SOD, por la repulsién que sufre debido a las fuerzas electrostaticas (Houston y
cols., 1999). La rapida reaccién con el 6xido nitrico para formar peroxinitrito puede
provocar disfunciéon vascular al disminuir la capacidad vasodilatadora del 6xido
nitrico.

Por ultimo, citar que ademas de circular por el plasma de forma libre, la
enzima también circula formando inmunocomplejos. De hecho, la actividad XO en
plasma humano es escasamente detectable en condiciones normales (Giler y
cols., 1975), en parte debido a que la XO humana forma inmunocomplejos con los
anticuerpos IgM, siendo el 3% de estos anti-XO (Benboubetra y cols., 1997).

3.3.1.3.5. Regulacién de la actividad xantina oxidasa.

Los inhibidores de la XO se pueden clasificar en analogos estructurales de
sus substratos fisioldgicos (purinas) y moléculas no analogas. Entre los analogos
se encuentran el alopurinol, el oxipurinol, algunas pirimidinas y derivados del
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acido folico como las pterinas. Entre los no analogos se encuentran el tungsteno,
el metanol o el formaldehido. Ambos tipos de inhibidores parecen actuar en el
lugar del molibdeno, interfiriendo su interaccién con las purinas. El alopurinol y el
oxipurinol son dos pirazolpirimidinas que se han mostrado como los mas efectivos
inhibidores de la XO tanto in vivo como in vitro.

El alopurinol se oxida a oxipurinol que se une de forma reversible pero muy
potente al lugar de activacion del molibdeno (Radi y cols., 1992). Es absorbido por
el tracto intestinal en un 90% aproximadamente. Los niveles plasmaticos del
alopurinol y oxipurinol presentan un pico a la hora y a las 3 h, respectivamente.
Mientras que la vida media del alopurinol y oxipurinol, tras la administracion oral,
es de > 1 y ~ 20 h, respectivamente. Aproximadamente un 20% del alopurinol
ingerido se elimina por las heces. La inhibicion de la xantina oxidasa tras una
sola dosis diaria es eficaz durante un periodo de unas 24 h (Murrell y Rapeport,
1986).

Por ultimo, es de destacar que la actividad xantina oxidasa puede ser
activada por fosforilacion; y dado que las quinasas implicadas, como p38, estan
implicadas en el proceso de inflamacion, ello sugiere que la XO juega un papel en
la reaccion inflamatoria. Ademas de p38, se ha visto que en la fosforilacion de la
XO esta implicada otra quinasa, la CK2 (caseina quinasa Il) (Kayyali y cols.,
2001). Esta es una proteina quinasa que juega un papel importante en la
regulacion de la replicacion del DNA y en la transcripcion asi como en la
regulacion del crecimiento celular y del metabolismo. La quinasa p38 por si sola
no es capaz de fosforilar la XO, habiéndose especulado que el posible
mecanismo de actuacion es la interaccion directa de p38 con la CK2 (Kayyali y
cols., 2001).

No debemos olvidar, en relacion con lo anterior, que la actividad xantina
oxidasa es inducida por el factor de necrosis tumoral (TNF-a), el interferon-y (IFN-
v), la interleuquina-1 (IL-1) y la interleuquina-6 (IL-6), un patron similar al de la
respuesta de fase aguda. Estos mediadores aumentan la transcripcion del RNA
mensajero para xantina Oxidoreductasa (Pfeffer y cols., 1994). Ghio y cols.
sugieren la existencia de una proteina represora de vida media corta o una
proteina labil con actividad RNAsa que inhibe la expresion génica de esta enzima
(Ghio y cols., 2002).

3.3.1.3.6. Xantina oxidasa y pancreatitis aguda.

Derivado de la capacidad de la forma oxidasa de la enzima para generar
especies reactivas del oxigeno, la xantina oxidasa ha sido estudiada como
mecanismo patofisioldgico en el dano tisular por isquemia-reperfusion y muchas
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otras enfermedades. En la pancreatitis aguda tiene un papel relevante tanto a
nivel local como a nivel sistémico.

Como ya se ha sefalado, se ha descrito que la activacion del
quimotripsinbgeno a quimotripsina puede posteriormente convertir la xantina
deshidrogenasa en xantina oxidasa (Enroth y cols., 2000) y éste es un proceso
tipico de las células acinares en la pancreatitis aguda. Alternativamente, la xantina
oxidasa se formaria reversiblemente a partir de xantina deshidrogenasa por medio
de la oxidacion de sus grupos tidlicos (Stirpe y Della Corte, 1969). La inhibicion de
la xantina oxidasa produce efectos beneficiosos en la pancreatitis aguda. Se ha
observado que el pretratamiento con alopurinol, inhibidor especifico de la xantina
oxidasa, reduce marcadamente la hiperamilasemia y el edema pancreatico en la
pancreatitis aguda experimental en el perro (Sanfey y cols., 1985). El tratamiento
con alopurinol también previene el incremento de la concentracion de MDA y
mejora el edema, la necrosis y la inflamacion en pancreas tras la inducciéon de
pancreatitis necrotizante producida por L-arginina (Czako y cols., 2000).

Comparando dos métodos diferentes de pancreatitis aguda experimental
como son la pancreatitis inducida por ceruleina y la inducida por taurocolato,
podemos deducir que la xantina oxidasa es un factor principal responsable del
estrés oxidativo encontrado en la pancreatitis inducida por taurocolato, mientras
que el estrés oxidativo en el modelo de ceruleina es principalmente producido por
el infiltrado neutrofilico en el pancreas (Closa y cols., 1994). Los neutrdfilos
pueden generar grandes cantidades de radical superdéxido y peroxido de
hidrogeno por activacion de la NADPH oxidasa.

La xantina oxidasa puede contribuir al dafo local del pancreas. Asi, el
superoxido generado por la xantina oxidasa causa in vitro dano a las células
acinares pancreaticas (Tamura y cols., 1992), y los granulos de zimoégeno
aislados son especialmente susceptibles a este estrés oxidativo (Schulz y
Niederau, 1994). Es mas, la composicion lipidica de las membranas pancreaticas
cambia durante la pancreatitis aguda experimental, incrementando Ia
susceptibilidad de las membranas a la peroxidacion lipidica inducida por la xantina
oxidasa (Ferreira y cols., 2002).

Recientemente, Closa y colaboradores han demostrado que la xantina
oxidasa esta relacionada no solo con el daino pancreatico sino también con la
inflamacion pulmonar asociada con la pancreatitis aguda experimental (Folch y
cols., 1998). Durante los primeros estadios de la enfermedad, la enzima o-
amilasa pasa de la ascitis al plasma y una vez dentro de la circulacion promueve
la liberacion de la xantina oxidasa al hidrolizar los enlaces que posee la XDH/XOD
con las glicoproteinas de las células endoteliales. Las enzimas proteoliticas
convierten la xantina deshidrogenasa en su forma oxidasa contribuyendo al
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incremento de xantina oxidasa circulante, que ha sido relacionada en el inicio del
proceso inflamatorio sistémico. Por consiguiente, la elevada expresion de P-
selectina, uno de los mayores mediadores de la infiltracion neutrofilica en el
pulmén, parece que es debida a un mecanismo dependiente de radicales libres
generados por la xantina oxidasa (Folch y cols., 2000a; Granell y cols., 2004a).
Nuestro grupo ha observado recientemente que inhibiendo la xantina oxidasa
usando oxipurinol se previene parcialmente la elevacion de la actividad
mieloperoxidasa pero combinando el tratamiento con pentoxifilina, un inhibidor de
la produccién de TNF-a, se consigue prevenir casi completamente tanto el
incremento de la actividad mieloperoxidasa como la infiltracion leucocitaria
(Pereday cols., 2004).

3.3.1.4. Fagocitos activados.

Los fagocitos activados (neutréfilos, macréfagos, monocitos, eosindfilos)
poseen diversas enzimas que les permiten generar O, y H,O, como uno de los
mecanismos para defenderse de los microorganismos (Babior, 1978). En aquellas
enfermedades inflamatorias como la pancreatitis aguda, estos fagocitos activados
son una fuente importante de radicales libres que se producen en el lugar de la
inflamacion especificamente para la defensa del érgano atacado, pero pueden
acabar danando los tejidos y producir estrés oxidativo.

El mecanismo de produccion se basa en la existencia de una NAD(P)H
oxidasa asociada con el citocromo b-245 y una flavoproteina que actuan como la
cadena de transporte de electrones. La regidén de unién al nucleétido se encuentra
en la cara citoplasmatica, mientras que en la parte exterior estd la region
formadora del superdxido (Liras y Carballo, 1996).

3.3.1.5. Otros.

Existe otra fuente de radicales libres que constituyen los sistemas de
transporte electronico del reticulo endoplasmatico. Estos sistemas de membrana
contienen los citocromos P4s0 ¥ bs, que pueden oxidar acidos grasos insaturados
(Capdevila y cols., 1981) y xenobiéticos (Aust y cols., 1993). Bajo la denominacion
de citocromos P450 se engloba un numero muy elevado de proteinas con grupos
hemo ampliamente distribuidas entre los seres vivos. Son monooxigenasas que
actuan activando el oxigeno molecular a especies electrofilicas de oxigeno (bien
radicales o bien generadoras a su vez de radicales) que pueden ser liberadas en
la célula (Dolphin, 1988; Foster y Estabrook, 1993).

Los microsomas y peroxisomas son una fuente importante de perdxido de
hidrégeno. Son un conjunto heterogéneo de vesiculas membranosas que
sedimentan a 100.000 g. Poseen una concentraciéon elevada de oxidasas, como la
D-aminoacido oxidasa y la acil-CoA oxidasa para la degradacion de acidos grasos
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y amino acidos, que producen peroxido de hidrégeno (Boveris y cols., 1972). La
catalasa peroxisomal metaboliza la mayor parte del peroxido de hidrogeno
formado en los peroxisomas (Freeman y Crapo, 1982; Frei, 1994). Por otro lado,
el citocromo P45 tiene un papel importante en los microsomas en la detoxificacion
de xenobidticos (Philpot, 1991).

Existen en la célula una gran variedad de componentes solubles capaces
de producir reacciones de oxidacion-reduccién, tales como los tioles,
hidroquinonas, catecolaminas, flavinas y tetrahidropterinas. En todos estos
casos, el radical superdxido es el radical primario formado en la reduccion del
oxigeno por estas moléculas. Asimismo, también se produce peroxido de
hidrogeno como producto secundario a partir de la dismutacion del radical
superoxido bien espontaneamente, o bien catalizado enzimaticamente por la
superoéxido dismutasa (SOD).

Algunas enzimas como la éxido nitrico sintasa, la aldehido oxidasa, la
dihidroorotato deshidrogenasa, la flavinprotein deshidrogenasa y la triptéfano
dioxigenasa, también generan radicales libres durante su ciclo catalitico (Aleman
y Handler, 1967). Asi mismo, existen enzimas unidas a la membrana plasmatica,
tales como la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa, que producen radicales libres en
el metabolismo de su substrato, el acido araquidénico, para dar potentes
productos bioldgicos: prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (White y
Heckler, 1990).

3.3.2. Fuentes exdgenas.

La produccion de ERO puede ser debida a la accién de radiaciones
electromagnéticas (rayos X y y) o a radiaciones de particulas (electrones,
protones, neutrones, deuterones y particulas a y ) (von Sonntag, 1994). También
existen antineoplasicos como la adriamicina, bleomicina, daunorrubicina y algunos
antibioticos (Doroshow y Davies, 1983) que producen especies reactivas de
oxigeno. Algunos de los efectos de estas drogas se han atribuido a su capacidad
para reducir el oxigeno a superéxido, peroxido de hidrégeno y radical hidroxilo.
Los factores ambientales tales como contaminantes aéreos fotoquimicos, la
hiperoxia, los pesticidas, el humo del tabaco, los solventes, los anestésicos y los
hidrocarburos aromaticos pueden ser otras fuentes de ERO. Estos agentes o
bien poseen radicales libres, como el humo del tabaco, o bien se convierten en
radicales mediante el metabolismo celular y los procesos de desintoxicacion
(Trush y cols., 1982).
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4. ESTRES OXIDATIVO.

4.1. Concepto de estrés oxidativo.

Como hemos visto, en la vida célular la produccién de cierta cantidad de
radicales libres es normal e inevitable (Slater, 1984). Estas especies tan reactivas
serian capaces de causar un dafo oxidativo si no fuese porque existe una
cantidad de mecanismos antioxidantes que evitan dicho dafno. El concepto de
estrés oxidativo fue introducido por Sies en 1986, y se define como un
desequilibrio entre las especies prooxidantes y las antioxidantes en favor de las
primeras (Sies, 1986). EIl estrés oxidativo puede originarse por un exceso de
sustancias prooxidantes, una deficiencia de agentes antioxidantes, o por ambos
factores a la vez. En situaciones de estrés oxidativo se produce oxidaciéon de
biomoléculas causando darfo tisular, dado que la capacidad antioxidante se ha
visto desbordada. La administracion de antioxidantes estaria recomendada en
estos casos (Ames, 1983).

4.2. Estrés oxidativo y dafio a biomoléculas. Indices de
estrés oxidativo.

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

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

4.2.1. Daio oxidativo a lipidos, proteinas, glicidos y DNA.

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

44



I-Introduccion

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

De esta manera, un solo ataque por un radical libre da lugar a la formacion
de un gran numero de productos de oxidacién, principalmente aldehidos como
malondialdehido y 4-hidroxinonenal, e hidrocarburos de cadena corta como etano
y pentano (Halliwell, 1991; Halliwell, 1994).

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos
susceptibles de ser atacados por los radicales libres, principalmente a nivel del
grupo carbonilo y sobre todo por el radical hidroxilo (Stadtman y cols., 1992). La
tirosina, la fenilalanina, el triptéfano, la histidina, la metionina y la cisteina son los
que mas procesos oxidativos sufren (Davies, 1987). Esta oxidacion puede dar
lugar a un cambio conformacional de la proteina y, por tanto, a una pérdida o
modificacion de su funcion bioldgica.

Se ha propuesto que la oxidacion de enzimas mediada por radicales libres,
es un paso de marcaje dentro del recambio proteico (Stadtman y cols., 1992) Se
ha observado que muchas proteasas comunes degradan proteinas oxidadas con
mayor preferencia que las formas no oxidadas (Davies, 1987).

Los glucidos reaccionan con facilidad con los radicales hidroxilo. La glucosa
constituye un captador del radical superoxido, al retenerlo e impedir su accion
sobre otras moléculas. La manosa y el manitol son eliminadores del radical
hidroxilo. Por ello, se ha observado que diversos polisacaridos actuan como
agentes protectores celulares (Albertini y cols., 1996).

El dano oxidativo a los glucidos reviste importancia cuando se trata de
polisacaridos de funcion estructural, ya que los polisacaridos son
despolimerizados por los radicales libres dando lugar a procesos degenerativos.
Asi, los proteoglicanos estan sujetos a rotura oxidativa (Greenwald y Moy, 1980).
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El dano al DNA por radicales libres puede ocurrir de dos modos principales:
mediante reaccién con los residuos de desoxirribosa, que no suele ser critico, o
mediante reaccion con las bases del DNA.

La adicion a las bases del DNA es mas habitual que la primera, y da lugar a
una gran variedad de productos derivados. En presencia de oxigeno, los aductos
de purinas con radicales libres pueden sufrir en ciertos casos una reconversion a
la purina inicial (Breen y Murphy, 1995). EI numero de bases modificadas
diferentes encontradas en el DNA tras un ataque oxidativo supera la veintena. La
oxidacion de la desoxiguanosina a 8-oxoguanosina es una de las lesiones mas
frecuentes, y reviste gran importancia por su alto efecto mutagénico (Shibutani y
cols., 1992). No obstante, el DNA dafado es reparado por enzimas que cortan la
parte afectada, que es entonces excretada por la orina (Ames y cols., 1993).

4.2.2. Cociente GSSG/GSH como indice de estrés oxidativo.

El glutatiéon (y-glutamil cisteinil glicina) es un tripéptido que desempefa
diversas funciones metabdlicas de gran importancia, sobre todo relacionadas con
la proteccion antioxidante de las células (Vifia y cols., 1990). El grupo activo es el
sulfhidrilo del residuo de cisteina, por lo que el glutation puede ejercer su papel
protector cuando se presenta en su forma reducida (GSH). Dos moléculas de
GSH pueden oxidarse cediendo un electrén cada una y combinandose entre si
dando lugar la forma disulfuro (GSSG). Por ello, un indicador caracteristico de
estrés oxidativo es el aumento de la concentracién de glutation oxidado con la
consiguiente alteracion del estado redox del glutation, aumentando el cociente
GSSG/GSH (Sies, 1986). Sin embargo, existen problemas metodoldgicos
importantes en la determinacion correcta del GSSG. En condiciones fisiolégicas,
los niveles de GSH son de dos a tres 6rdenes de magnitud mayores que los de
GSSG (Kosower y Kosower, 1978). Ademas, el GSH se autooxida con facilidad a
GSSG, sobre todo a pH neutro (Asensi y cols., 1994). Por tanto, una pequefia
oxidacion del GSH supone un aumento muy importante del GSSG, con el
falseamiento consiguiente del indice GSSG/GSH. Estos problemas se han
conseguido solucionar gracias al método propuesto por nuestro grupo,
consistente en el bloqueo del grupo tiol con N-etiimaleimida inmediatamente
después de la extraccidn y posterior analisis del GSSG por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucién (C.L.A.R.) (Asensi y cols., 1994).
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5. ANTIOXIDANTES.

Puesto que continuamente la maquinaria celular esta produciendo especies
reactivas del oxigeno, necesita poseer sistemas de contencion de estos pro-
oxidantes. Se trata de las sustancias antioxidantes. Halliwell en 1995 definié
antioxidante como ’cualquier sustancia que, cuando esta presente en bajas
concentraciones comparado con el sustrato oxidable, disminuye
significativamente o inhibe la oxidacién de este sustrato” (Sies, 1993; Halliwell y
Gutteridge, 1995). Bajo el punto de vista bioquimico los podemos dividir en
antioxidantes enzimaticos y antioxidantes no enzimaticos. Utilizaremos esta
clasificacion para describir las principales sustancias antioxidantes de la célula
(figura 9).

5.1. Antioxidantes enzimaticos.

5.1.1. Superdxido dismutasas.

Son un conjunto de metaloproteinas ampliamente distribuidas en la
naturaleza. Estan presentes en todas las células que utilizan en su metabolismo el
oxigeno, incluso en algunas bacterias anaerdbicas estrictas y facultativas
(Hassan, 1989).

Su actividad fue descrita por primera vez por McCord y Fridovich en 1969
(McCord y Fridovich, 1969). La superéxido dismutasa (SOD) transforma el radical
superoéxido en perdxido de hidrégeno, constituyendo el primer medio natural de
defensa (McCord y cols., 1974; Fridovich, 1978).

SOD

H,O, + O,

v

02'.- + 02.- + 2H+

La catélisis de la reaccion de dismutacion es espontanea, pero llevada a
cabo por la enzima superdxido dismutasa, se incrementa la velocidad del orden
de 10.000 veces (Fridovich, 1974).

En las células de mamifero existen las isoformas ligadas al cobre y zinc, y
las isoformas ligadas al manganeso. Las isoformas ligadas al cobre y al zinc se
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localizan en el citoplasma y en el nucleo, y a escala tisular se encuentran a
elevadas concentraciones en higado, cerebro y testiculos, y en menor proporcion
en eritrocitos, pulmon y pancreas. Extracelularmente aparece otra isoforma ligada
al cobre y zinc caracterizada por su gran peso molecular (Marklund y cols., 1982).
Aunque esta isoforma es detectable en plasma, se localiza principalmente en la
matriz extracelular, probablemente para interceptar el dafio causado por el
superoéxido que liberan neutrofilos y macrofagos al ejercer su funcion (Fridovich,
1997).

La isoforma ligada al manganeso en mamiferos se encuentra
mayoritariamente en la matriz mitocondrial (Weisger y Fridovich, 1973; Kinnula y
cols., 1995) y en menor medida en el citosol. Su presencia en la mitocondria es de
gran importancia, puesto que la cadena respiratoria mitocondrial es una de las
principales fuentes generadoras de radicales libres en las células (Boveris y
Chance, 1973).

5.1.2. Glutation peroxidasas.

Son las principales enzimas eliminadoras de peréxidos alquilicos y peroxido
de hidrégeno. Se trata también de enzimas que se comportan como antioxidantes
primarios. Convierten el peroxido de hidrégeno y los peroxidos de lipidos en
moléculas inofensivas (Chance y cols., 1979). Hay dos tipos de glutation
peroxidasas, y ambas requieren glutation reducido como dador de equivalentes
reductores:

Por un lado esta la glutation peroxidasa selenio dependiente. Es una
proteina tetramérica con cuatro atomos de selenio, que cataliza la reduccion del
peréxido de hidrégeno y perdxidos organicos (Ketterer, 1986). Su centro activo
contiene una cisteina en la que el azufre ha sido sustituido por selenio (Forstrom y
cols., 1978). Su actividad se ve muy afectada por el contenido en selenio de la
dieta (Ketterer, 1986).

ROOH + 2 GSH — ROH + H,O + GSSG

H,O, + 2 GSH —» 2 H,0O + GSSG
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Por otro lado, la glutation peroxidasa no selenio dependiente sdlo tiene
actividad frente a peroxidos organicos (Ketterer, 1986). La mayor parte de la
actividad glutation peroxidasa se encuentra en el citosol, aunque también esta
presente en la matriz mitocondrial (Ketterer, 1986).

5.1.3. Catalasa.

La catalasa participa en la eliminacidn del peroxido de hidrogeno, dando
lugar a agua y a una molécula de oxigeno (Chance y cols., 1979).

Catalasa

2 H202 > 2 HZO + 02

También es capaz de catalizar ciertas reacciones de peroxidacion en
presencia de HyO,, actuando sobre algunos alcoholes, aldehidos y &cidos
organicos como sustratos (Aruoma y cols., 1989).

Catalasa

2 H,0,+ AH2 »2 H,0 + A

La catalasa se halla principalmente en los peroxisomas (Tolbert y Essner,
1981), si bien en afos recientes se ha descrito cierta actividad catalasa también
en mitocondrias y citosol (Rodriguez y cols., 2000).
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Figura 9.- Sistemas antioxidantes celulares.

MITOCONDRIA PEROXISOMA

CELULA

5.2. Antioxidantes no enzimaticos.

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

5.2.1. El glutation.

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

Fue descubierto en el siglo diecinueve por deRey-Pail-hade (DeRey-
Pailhade, 1888) en Mompelier, Francia. Su estructura fue estudiada por Hopkins,
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que pensaba que era un dipéptido compuesto de glutamato y cisteina. Harringon
y Mead, en 1935, describieron finalmente la estructura correcta de la molécula:
y—glutamil cisteinil glicina. El nombre de glutatién se lo design6é Hopkins en 1921.

Tras la publicacién en la revista Nature de un articulo de E.M. Kosower y
N.S. Kosower (Kosower y Kosower, 1969) se estimul6 enormemente la
investigacion sobre esta molécula. Hasta la fecha existian muy pocos estudios
sobre el glutation. En la actualidad, hay mas de 40,000 articulos publicados sobre
esta molécula. Incluso se han publicado libros monograficos sobre el glutation.
Tiene numerosas funciones fisioldgicas derivadas de su estructura. Una de las
principales es la de proteger a la célula contra los radicales libres, los peréxidos y
otros compuestos téxicos, asi como proteger frente al efecto nocivo de las
radiaciones.

5.2.1.1. Estructura quimica del glutatién.

Tiene muchas numerosas e importantes funciones fisiolégicas vy
metabdlicas que se derivan de su peculiar estructura (figura 10) (Vifia y cols.,
1990):

1.- Presenta un grupo tiol libre (-SH) que corresponde al aminoacido
de cisteina, que es el que interviene en las reacciones redox del glutation.

2.- Posee un enlace muy particular, el y - glutamilo, que le hace
resistente a la degradacion por las peptidasas habituales de la célula. En la
actualidad, s6lo se conoce una enzima capaz de hidrolizarlo, la y-glutamil
transpeptidasa, que esta situada en la membrana celular (Vifia y cols., 1992a).

Figura 10.- Estructura quimica del glutation.

Y-Glu Cys Gly
NH, O 0
| H | H |
CH—-C—C—C—N—CH—C—N—CH—C—0
H, H; | | I
{3={|2 O CH, H
O sH
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El glutatién se puede encontrar de dos formas, segun su estado de oxido-
reduccion: como GSH o glutation reducido, o como GSSG o glutation oxidado. El
GSSG esta compuesto por dos moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro
entre las cisteinas (figura 11).

Figura 11.- Estructura quimica del GSSG.

NH3
@) @)

H-N N-H

Qﬂ — %o
=

(I)

OI

5.2.1.2. Propiedades fisico-quimicas del glutation.

El glutation, gracias a su grupo tiol, puede intervenir en reacciones de tipo
redox intercambiando electrones a través del azufre de la cisteina que contiene en
su estructura (Kosower y Kosower, 1978). Por ello, puede actuar de las siguientes
formas:

1.- Reaccidn directa con un radical libre.

El GSH reacciona con un radical libre formandose el radical
GS’ . Este radical es estable y persiste hasta encontrar otro
radical y formar una molécula de GSSG.

GSH+R* 2 RH + GS*
2GS* > GSSG

2.- Intercambio tiol — disulfuro.
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Puede reaccionar estando en forma oxidada con otro tiol
uniendose una molécula de glutation al tiol formando GS'.

RS + GSSG - RSSG + GS

3.- Oxidacion dieléctrica.

Se produce a través de la formacion de un intermediario,
seguida por la sustitucion de una molécula adecuada. Este
mecanismo es uno de los empleados para deplecionar GSH de
forma no enzimatica:

RS + GSI 2> RSSG + I

5.2.1.3. Sintesis del glutation y su regulacion.

El glutation reducido (GSH) se sintetiza a partir de sus aminoacidos en el
citosol de todas las células de mamifero (Meister, 1988). En la sintesis de GSH
intervienen dos enzimas. La primera es la y-glutamil cisteina sintetasa (GCS)
(figura 12), que da lugar a la y-glutamil cisteina a partir de L-glutamico y L-
cisteina. En situaciones fisiologicas, el paso limitante para la sintesis de GSH es
la disponibilidad de cisteina (Tateishi y cols., 1974b; Tateishi y cols., 1977). La
sintesis de glutation esta regulada por retroalimentacion, ya que el GSH inhibe la
GCS (Richman y Meister, 1975).

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

El segundo paso de la sintesis de GSH (figura 12, reaccion 2) esta
catalizado por la glutation sintetasa (GS), que une una glicina a la y-glutamil
cisteina. La enzima glutatién sintetasa se compone de dos subunidades idénticas
y no esta sujeta a inhibicion por retroalimentacion negativa por el GSH
(Oppenheimer y cols., 1979). En el rifidn de la rata se glicosila pero el papel de la
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glicosilacion de la enzima en la regulacion de su actividad es desconocido
(Oppenheimer y cols., 1979; Lu, 1999).

5.2.1.3.1. y—glutamil cisteina sintetasa.

La enzima GCS se compone de una subunidad catalitica pesada de 73 kDa
y de una subunidad reguladora ligera de unos 30 kDa, que son codificadas por
diferentes genes en hombres que en ratas (Gipp y cols., 1992; Huang y cols.,
1993). La subunidad catalitica presenta la inhibicidon por retroalimentacion ejercida
por el GSH (Seelig y cols., 1984). La regulacién fisiologica de la actividad de la
GCS recae en la disponibilidad de L-cisteina (Tateishi y cols., 1974a) y en la
inhibicion que ejerce el GSH sobre la enzima (Meister, 1988; Lu, 1999). La
cisteina intracelular se acerca a la K, de la GCS (de 0,1 a 0,3 mM en humanos y
ratas), mientras que los niveles de glutamato son varias veces mayores que el
valor de Km de la GCS para el glutamato (1.8 mM) (Lu y cols., 1992). Asi los
niveles de cisteina determinan la tasa de sintesis en condiciones fisiolégicas.

Ambas subunidades de la GCS son reguladas a nivel transcripcional por el
estrés oxidativo (Lu, 1999), y numerosos agentes que inducen estrés oxidativo
como el perdéxido de hidrogeno, las quinonas, las radiaciones ionizantes, el
TNF-o o el 4 hidroxi-2-nonenal elevan la actividad de la GCS asi como la
trascripcion de la subunidad pesada de la enzima (Cai y cols., 1997; Lu, 1999). La
transcripcion de la subunidad ligera de la GCS esta también incrementada en
respuesta de tert-butilhidroquinona o de 4-hidroxi-2-nonenal (Cai y cols., 1997,
Lu, 1999). Ademas, el 4-hidroxinonenal es capaz de estabilizar el mRNA de las
dos subunidades de la GCS (Liu y cols., 1998).

La elevacion de la transcripcidn de ambas subunidades de la GCS por el
estrés oxidativo esta mediada por diferentes factores de transcripciéon, como el
factor nuclear kappa B, SP-1, proteina activadora-1 (AP-1), proteina activadora-2
(AP-2) y elementos de respuesta antioxidante o elementos de respuesta
electrofilica.

La regulacion hormonal de la expresién de la GCS tiene una especial
relevancia fisiologica. La fenilefrina, el glucagon, o el dibutirii AMPc inhiben la
actividad de la GCS, que hace disminuir la sintesis de glutatiéon y conlleva la
deplecion de glutation en hepatocitos de rata (Estrela y cols., 1988; Lu y cols.,
1991). La pérdida de la actividad de la GCS inducida por estas hormonas de
estrés estd mediada por la fosforilacidon de la subunidad catalitica debida a la
activacion de la protein quinasa A, la protein quinasa C o calmodulin quinasa Ca**
(Sun y cols., 1996). De esta manera, la respuesta al estrés disminuye la sintesis
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de GSH, incrementandose la disponibilidad de cisteina para la sintesis de
proteinas de estrés (Lu, 1999).

Contrastando con esta respuesta aguda, la insulina o la hidrocortisona
necesitan varias horas para incrementar la actividad de la GCS y por tanto para
elevar los niveles de glutatién en los hepatocitos de rata (Lu y cols., 1992). En
estos casos, el incremento de la GCS esta mediado por un aumento en la
transcripcion del gen que codifica la subunidad catalitica de la enzima. Se ha
descrito deplecion de glutation y actividad de GCS baja en ratas tratadas con
estreptozotocina o en ratas adrenalectomizadas, mientras que la administracion
de glucocorticoides no tiene efecto en la actividad de la GCS o en los niveles de
glutation en ratas “sham-operated” (Lu y cols., 1992). Asi, estas hormonas se
requieren para la normal expresion de la GCS y mantenimiento de los niveles de
GSH, pero la regulacion de los niveles de glutation durante el estrés parece que
ocurre en dos fases: al principio algunas hormonas de estrés como el glucagon o
la fenilefrina, disminuyen los niveles de glutation a corto plazo, y después otras
hormonas de estrés como el cortisol, repone los niveles de glutation a medio y
largo plazo.

Hay una induccién coordinada de las subunidades de GCS vy la glutation
sintetasa por los agentes que deplecionan glutation, como es el dietilmaleato, la
butionina sulfoximina o la tert-butilhidroquinona (Huang y cols., 2000). Ademas, el
factor de transcripciéon AP-1 se requiere para esta induccion coordinada asi como
la expresion basal de GCS y de la glutatidn sintetasa (Yang y cols., 2002). En el
carcinoma hepatocelular, se ha descrito un incremento en los niveles de mRNA
tanto de la subunidad catalitica y de glutatién sintetasa que conlleva niveles altos
de glutation. Estos niveles altos de glutation facilitan la proliferacién celular
(Huang y cols., 2001).

5.2.1.4. Degradacion del glutation, ciclo del y—glutamilo.

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

Tras la sintesis de glutation mediante la GCS y la glutatién sintetasa, el
glutation es utilizado o degradado. La catabolizacion del glutation se realiza en
parte dentro de la célula y en parte fuera de la misma. El glutation se exporta
fuera de la célula por medio de un transportador especifico. Comienza entonces la
acciéon de la y-glutamil transpeptidasa (GGT), que cataliza dos tipos de
reacciones: a) transpeptidacion, en la que la parte y-glutamilo se transfiere a un
aceptor, que puede ser el mismo GSH; b) hidrdlisis, en la que se hidroliza el
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enlace y-glutamilo. Los substratos de la enzima son el GSH, el GSSG, el GSH S-
sustituido y otros compuestos del y-glutamilo (Meister y Anderson, 1983).

La actividad GGT se localiza en la superficie externa de las células (Meister
y Anderson, 1983). Cuando el GSH interacciona con la membrana, la GGT forma
el y-glutamil aminoacido, que entra al interior de la célula a través de un
transportador especifico. La y-glutamil ciclotransferasa (figura 12, reaccion 4)
hidroliza el y-glutamil aminoacido, liberando el aminoacido y 5-oxo-L-prolina
(Meister y Anderson, 1983). La oxoprolinasa (figura 12, reaccion 7) cataliza la
hidrolisis dependiente de ATP de la oxoprolina, liberando glutamato. Una
dipeptidasa (figura 12, reaccion 6) hidroliza la cisteinilglicina formada por la GGT
(Meister y Anderson, 1983).

El ciclo de y—glutamilo postulado por Meister (Meister, 1973) presentado
como un mecanismo de transporte de aminoacidos presenta problemas
importantes. EI mayor es el problema energético. Se requiere el uso de tres
moléculas de ATP por giro del ciclo, de manera que se gastan tres moléculas de
alta energia por cada captacion de un aminoacido. A favor del ciclo esta la
evidencia que al anadir in vivo y—glutamil transpeptidasa se causa un descenso de
la transferencia de aminoacidos al interior de la célula. Existe una hipétesis que
sugiere que el ciclo de y—glutamilo aparte de explicar la sintesis y degradacién del
glutation también podria actuar como generador de sefales que activarian el
transporte de aminoacidos (Vifia y cols., 1989b).

Figura 12.- Ciclo del y-glutamilo.
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El recambio de glutatibn se debe considerar como un proceso
multiorganico. De hecho, en un érgano como el higado en que la sintesis de
glutation es muy activa, la degradacion es muy lenta debida a la baja actividad de
la y—glutamil transpeptidasa. Sin embargo, en riiidn la y—glutamil transpeptidasa
esta muy elevada. Por tanto, el ciclo del y—glutamilo debe ser considerado como
un ciclo multiorganico en el que la parte sintética sucede principalmente en el
higado mientras que la parte catabdlica sucede principalmente en rifidon de entre
otros érganos.

5.2.1.5. Precursores del glutation.

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

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

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

1- Activacion de la metionina a s-adenosil metionina
2- Desmetilacion

3- Eliminacién de la fraccién s-adenosil para formar homocisteina.
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4- Formacioén de cistationina de la homocisteina y serina
5- Ruptura de la cistationina para dar cisteina y -ketobutirato.

El paso mas importante de esta secuencia es el primero, que esta
catalizado por la metionina s-adenosil transferasa, y el ultimo, que es irreversible y
esta catalizado por la enzima B-cistationasa.

La via de transulfuracion es escasa o incluso ausente en muchas
condiciones fisiolégicas y patolégicas que implican deplecion de glutatién. Esta
bloqueada en la cirrosis hepatica, donde la deplecidon de glutation se asocia con
baja expresion y baja actividad de la metionina adenosiltransferasa, de la
cistationina B-sintasa y de la p-cistationasa (Horowitz y cols., 1981; Serviddio y
cols., 2004). El caso de la hiperhomocisteinemia es de especial relevancia clinica
debido a la deficiencia en cistationina b-sintasa y conlleva retraso mental y
disfuncién trombovascular (Finkelstein, 2000). La actividad B-cistationasa esta
reducida dramaticamente y llega a ser la tasa limitante de la sintesis de glutation
en la vida fetal (Pallardo y cols., 1991), en los prematuros (Vina y cols., 1995), en
el estrés quirurgico (Vifia y cols., 1992b), en el envejecimiento (Ferrer y cols.,
1990) y en el sida (Viha y cols., 1986). Para reestablecer los niveles de glutation
en estas situaciones se debe utilizar N-acetil cisteina como precursor de cisteina
ya que la via de transulfuracién no es capaz de aportar la suficiente para la
sintesis de glutatién (Sastre y cols., 1994). Sin embargo, la dosis diaria de N-acetil
cisteina en tratamientos cronicos debe ser elegida con cuidado para prevenir la
acumulacion de cisteina intracelular. Ademas, la cisteina libre puede sufrir auto-
oxidacion generando radicales libres (Vifa y cols., 1983).

El glutation monoetil éster ha sido también usado frecuentemente en la
investigacion para restaurar rapidamente los niveles intracelulares de GSH. La
desventaja de usar el glutation éster como terapia para enfermedades asociadas
con deplecién de glutation es que proporciona intracelularmente cantidades
equimoleculares de etanol junto con el GSH.

5.2.1.6. Transporte de glutation.

El transporte por la membrana juega un papel clave en la renovacion
interorganica del tripéptido. Hay que tener en cuenta la corta vida media del
glutation en el plasma sanguineo, sélo unos minutos en ratas y humanos (Vifia y
cols., 1983). El higado es uno de los 6rganos principales de sintesis de glutation y
de liberacion del mismo al plasma mientras que el rifidn es el principal érgano que
lo elimina de la circulacion (Griffith y Meister, 1979; Haberle y cols., 1979).
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El eflujo de glutation sinusoidal es el principal determinante de los niveles
de glutatién, de cisteina y de cistina, asi como del estatus de tiol-disulfuro en el
plasma sanguineo (Ookhtens y Kaplowitz, 1998). De hecho, la mayor tasa de
eflujo de glutation se realiza en los hepatocitos a través de la membrana
sinusoidal (15 nmol min ' g higado de rata) siendo la tasa de excrecion biliar
mucho mas baja (1-3 nmol min™ g higado de rata). El transporte de glutation a
través de la membrana sinusoidal es sodio dependiente y es unidireccional en
condiciones fisioldgicas, es decir, no hay recaptacién de GSH o de GSSG por los
hepatocitos intactos (Hahn y cols., 1978). El eflujo de glutation puede también
ocurrir en el intercambio para la captacion de compuestos y—glutamilo y aniones
organicos (Garcia-Ruiz y cols., 1992). La adrenalina, la fenilefrina y el glucagén
incrementan el eflujo de GSH por el higado a través de la membrana sinusoidal
(Lu y cols., 1990). De esta forma, la liberacion de glutation por el higado puede
inducirse durante el estrés para abastecer las demandas incrementadas de otros
tejidos (Pyke y cols., 1986).

La excrecion biliar se produce usando un sistema de transporte canalicular
de gradiente electrogénico sodio independiente y ATP independiente. Tiene
inhibicion cis y estimulacién trans por ciertos aniones organicos y es inducido por
fenobarbital (Fernandez-Checa y cols., 1993). La mitocondria no puede sintetizar
glutatiéon, y el pool mitocondrial de GSH proviene del citosol, atravesando la
membrana mediante un transportador mitocondrial. Este transportador,
identificado en la mitocondria de higado de rata, es diferente de los
transportadores canaliculares y sinusoidales (Garcia-Ruiz y cols., 1995). La
ingesta crénica de etanol dificulta el transporte mitocondrial de GSH y presenta
deplecion mitocondrial de glutation (Fernandez-Checa y cols., 1991). El causante
de la disminucion del transporte de glutation parece ser un incremento de la
viscosidad de las membranas mitocondriales debido al alto contenido en
colesterol (Lluis y cols., 2003).

Bajo condiciones fisioldgicas, hay una excrecion muy baja de GSSG (0,4
nmol min™ g™ higado de rata) en la bilis. El GSH y el GSSG se liberan también de
los tejidos extrahepaticos, como el corazén, a pesar que la liberacion es mucho
menor que por el higado (Ishikawa y Sies, 1984). Los eritrocitos presentan dos
sistemas de transporte para exportar el GSSG y ambos son ATP dependientes,
pero no poseen capacidad de transportar GSH (Srivastava y Beutler, 1969; Kondo
y cols., 1981).

El estrés oxidativo incrementa la liberacion de GSSG por las células, los
eritrocitos y los tejidos, como el higado, el pulmdn y el corazén (Sies y Akerboom,
1984). Los agentes prooxidantes aumentan la cantidad de excrecion de GSSG en
la bilis de forma paralela a la concentracion de GSSG intracelular (Sies y
Akerboom, 1984). Parece que la concentracion de GSSG en la bilis estd mediada
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por un transporte activo, y sucede contra gradiente de concentracién. La baja
capacidad para eliminar GSSG de otros tejidos, como el corazéon, puede
exponerlos a sufrir estrés oxidativo.

El eflujo de GSSG se inhibe por glutation-s conjugados en el higado, en el
corazdn y en los eritrocitos (Ishikawa y Sies, 1984). En concordancia, un
translocador comun se relaciona con el transporte tanto del GSSG como de los
conjugados de glutation. Ademas, la formacion de estos conjugados puede
contribuir a la acumulacion de GSSG durante estrés oxidativo.

La actividad del transportador sinusoidal de GSH esta también influenciada
por el estatus de tiol-disulfuro (Lu y cols., 1994). La oxidacion de tioles favorece el
transporte hacia dentro por la inhibicion del eflujo y consecuentemente, cambia la
direccion del transporte de GSH por medio de este transportador.

Se ha observado captacién de GSH por el rifidn, el pulmon y por las células
intestinales (Hagen y cols., 1986; Lash y cols., 1986). Cerca del 80% del GSH
plasmatico presente en la arteria renal es extraido tras un unico paso por el riion.
Esta capacidad de eliminacién es en parte debida al alto contenido en actividad
GGT que posee dicho organo, localizada principalmente en el lado luminar del
borde en cepillo de la membrana (Horiuchi y cols., 1978). El GSH presente en la
filtracion glomerular se degrada a sus aminoacidos constituyentes, que son
reabsorbidos en la membrana luminar. La filtracion glumerular y posterior rotura
del GSH por la y—glutamil transpeptidasa constituye un 20-30% de la extraccion
renal (Griffith y Meister, 1979). La captacion de GSH renal también se realiza a
través de la membrana basolateral por un sistema de transporte de GSH
dependiente de sodio (Lash y Jones, 1984).

Se han visto transportadores sodio dependientes y sodio independientes en
el epitelio del cristalino, en células de Muller retinales, en células epiteliales
cerebrales y en astrocitos (Kannan y cols., 1996; Kannan y cols., 1999; Kannan y
cols., 2000). El transportador sodio dependiente controla la captacién de GSH,
mientras que el transportador sodio independiente parece estar principalmente
relacionado con el eflujo de GSH. Es interesante conocer que estos sistemas de
transporte permiten el paso de glutatién a través de la barrera hematoencefalica in
vivo (Kannan y cols., 1992).

5.21.7. Localizacion del GSH, glutation mitocondrial, nuclear vy
endoplasmatico.

Las funciones tan dispares que ejerce el glutation (ver siguiente apartado)
indican que el nivel y el estado redox no debe ser igual en los diferentes
compartimentos celulares. Usando técnicas de separacion celular, se ha puesto
en evidencia la rica variedad de niveles de glutation. De interés especial es la
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distribucion del glutation en la mitocondria, en el reticulo endoplasmatico y en el
nucleo.

La importancia del glutatiéon mitocondrial fue puesta en relieve por Jocelyn y
Kamminga (Jocelyn y Kamminga, 1974). La distribucién actual y los precisos
niveles de glutatién en la mitocondria en relacion con el citosol se describié por
Sies y sus colaboradores (Wahllander y cols., 1979). El glutation tiene diferente
tasa de renovacion en la mitocondria que en el citosol (Griffith y Meister, 1985).
Ademas, no es sintetizado dentro de la mitocondria, pero es transportado en estos
organulos por un transportador especifico del citosol (ver apartado anterior) El
glutation mitocondrial tiene importantes funciones celulares tanto en la patologia
como en la fisiologia normal de la célula (Linnane y cols., 1989). De especial
importancia es su funcién en el envejecimiento, que fue postulado por primera vez
por Miquel y colaboradores (Miquel y cols., 1980). EI GSH se encuentra
ligeramente disminuido con la edad en el citoplasma, en una proporcién de
aproximadamente el 30% de todo el glutatién celular. Sin embargo, cuando se
determina el glutatibn en la mitocondria, se puede observar que con la edad
disminuye marcadamente en dicho organulo y que la bajada que experimenta
explica la pérdida observada de glutation en toda la célula (Sastre y cols., 1996).
Ademas, existe una correlacion entre el glutation mitocondrial y el incremento de
estrés oxidativo en el DNA de la mitocondria (de la Asuncion y cols., 1998). El
glutation mitocondrial tiene un papel importante en muchas otras enfermedades,
como en el sida (principalmente debido a la toxicidad de los agentes
antirretrovirales) y también en relevantes estados fisiolégicos. Por ejemplo, la via
mitocondrial de la apoptosis celular se dispara por la oxidacion del glutation
mitocondrial (Esteve y cols., 1999).

El reticulo endoplasmatico es otro compartimento celular en el que el
glutation juega un papel importante, particularmente debido a su relevancia en el
plegamiento de la proteina secretada. Las primeras observaciones se realizaron
por Trimm (Trimm y cols., 1986), que describié que la oxidacion del glutation
endoplasmatico conlleva liberaciéon de calcio por el reticulo. Un articulo muy
importante publicado en Science por Hwang y colaboradores (Hwang y cols.,
1992), utilizando un ingenioso método para determinar el estado redox del
glutation en los compartimentos celulares, demuestra que la tasa de glutation
oxidado y glutatiéon reducido (GSSG/GSH) citosdlico esta alrededor de 60. Sin
embargo, el glutation estd muy significativamente oxidado en el reticulo
endoplasmatico y la tasa GSSG/GSH en dicho organulo es de alrededor de 1.
Estos investigadores atribuyeron la alta oxidacion del glutatién a un importante
transporte de glutation oxidado del citosol al reticulo endoplasmatico. Parece que
se necesita un estado altamente oxidativo para el correcto plegamiento de las
proteinas.
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El glutation nuclear también merece atencion. Las caracteristicas
estructurales de la membrana nuclear, particularmente sus complejos de poros
que permiten la difusién de pequeinas proteinas, hacen dificil obtener una tasa
GSH/GSSG razonable. Los estudios usando técnicas de fraccionamiento lipidico
con microscopia confocal, sugieren que la concentracién nuclear de GSH es
similar a la del citoplasma (Voehringer y cols., 1998). Por otra parte, se ha
descrito, utilizando fluorocromos especificos, que las concentraciones de glutation
en el nucleo son mayores que en el citoplasma en hepatocitos aislados (Bellomo y
cols., 1992). Estos autores concluyen que debe existir un transporte de glutation
que lo traslade del citoplasma al nucleo. Ademas, el pool nuclear de glutation es
mas resistente a la deplecion que el citosdlico, de manera que es muy probable
que el tripéptido cumpla una funcion esencial en la fisiologia del nucleo. De
hecho, el glutation se relaciona con la regulacion de la organizacién de la matriz
nuclear, con la regulacion de la estructura de la cromatina (De Capoa y cols.,
1982) y con la sintesis de DNA. Mas recientemente, varios estudios han
subrayado la importancia del estrés oxidativo en la regulacion de los factores de
transcripcion como el NF-«xB y AP-1 (Droge, 2002).

5.2.1.8. Funciones fisiologicas del GSH.

El GSH participa en gran cantidad de procesos fisiologicos, la gran mayoria
de ellos directamente relacionados con la estructura del mismo. Sus funciones
son:

1. Papel en la sintesis del DNA: en este proceso se requiere la
reducciéon de ribonucleétidos para formar desoxirribonucleétidos,
reaccion catalizada por la ribonucledtido reductasa. Debe intervenir
un donante de hidrogeno que puede ser la tiorredoxina, o la
glutarredoxina (Holmgren, 1979) dependiente de GSH.

2. Papel protector frente al estrés oxidativo. Dado que el GSH es uno
de los antoxidantes principales de la célula, constituye una importane
barrera de proteccion frente al estrés oxidativo (Sies, 1986). El GSH
protege a la membrana celular contra el dafo oxidativo ya que
mantiene el estatus tidlico de la misma (Kosower y Kosower, 1983).
El GSH puede excretarse también de las células y actuar como
mecanismo de emergencia frente al dafio que un exceso de GSSG
puede causar, puesto que el GSSG reacciona con los grupos tioles
de proteinas formando disulfuros mixtos (Ishikawa y cols., 1989).
Detoxifica peroxidos por la glutation peroxidasa.
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3. Papel en la regulacion de la sintesis de proteinas. Cuando el GSH se
oxida los procesos de iniciacién y elongacion de la traduccion se
inhiben (Ochoa, 1983). Cuando el GSSG se reduce la elongacién se
reanuda y parece que es un aumento en la concentracion de GSSG
lo que hace que la sintesis proteica se inhiba. Mantiene también la
correcta estructura tridimensional de muchas proteinas que en
ocasiones estan s-glutationiladas.

4. Colabora en la detoxificacién de xenobidticos catalizada por glutation
s-transferasas (Orrenius y Moldeus, 1984).

5. Contribuye a la captacion de aminoacidos en algunos tejidos (Vifia y
cols., 1989a).

6. Constituye un reservorio de cisteina en forma de pequenos tioles en
grandes cantidades (Tateishi y cols., 1974b).

7. Modula actividades enzimaticas, por glutationilacién o por regulacién
del estatus redox (Pajares y cols., 1992a; Pajares y cols., 1992b), y
es coenzima de un sistema enzimatico cuya funcion es poco
conocida, el sistema de la glioxalasa.

8. Juega un papel en la homeostasis del calcio (Bellomo y cols., 1982)

9. Participa en la regulacion de la proliferacién celular (Terradez y cols.,
1993).

5.2.1.9. Papel antioxidante del glutation: ciclo redox.

El GSH puede reaccionar directamente con los radicales libres, sin
intervencidon enzimatica alguna, o bien puede reducir los peréxidos formados por
medio de la glutation peroxidasa.

Cuando se da una agresion oxidativa, el GSH se oxida a GSSG por medio
de la reaccion catalizada por la glutation peroxidasa. EI GSSG formado es
inmediatamente reducido a GSH por medio del enzima glutation reductasa. La
glutation reductasa requiere NADPH como cofactor, que sera suministrado por la
glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa (figura 13). Tanto la glutatién peroxidasa como
la glutation reductasa se hallan predominantemente en el citosol, existiendo
también cierta actividad en la mitocondria (Orrenius y Moldeus, 1984).

Como ya se ha indicado, los niveles de glutation en la célula son muy altos,
sin embargo, los niveles de la forma oxidada GSSG son significativamente mas
bajos. Asumiendo en equilibrio la glutation reductasa y conociendo la relacion
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NADP/NADPH, la relacion GSH/GSSG deberia ser cercana al valor de 10,000
(Viha y cols., 1978). A pesar del cuidado experimental, en el laboratorio se
encuentran relaciones entre el 10 y el 100, por lo que se puede suponer que la
glutation reductasa no esta en equilibrio in vivo (Vifa y cols., 1978). Por tanto, un
cambio de glutation reducido por oxidacion de un 5% puede suponer un
incremento de GSSG de mas del 100% lo que implica que experimentalmente se
ha de utilizar un método de medida que conlleve una oxidacion del GSH minima
para medir con precision el GSSG (Asensi y cols., 1994).

En condiciones fisiolégicas hay dos sistemas clave para mantener los
aminoacidos de cisteina reducidos de las proteinas, el sistema glutarredoxina y el
sistema tiorredoxina. EI sistema glutarredoxina transfiere equivalentes de
reduccion del NADPH a los grupos tiol de ciertas enzimas via GSH (Holmgren,
1990).

La tiorredoxina es una molécula formada por dos tioles que actua como
donador de hidrégeno para enzimas con sulfato reducido y sulfoxidos de
metionina y para una proteina bisulfato reductasa (Holmgren, 1984). La
tiorredoxina oxidada, que contiene un disulphide, es primero reducida por NADPH
y por la tiorredoxin reductasa (Holmgren, 1984).

Figura 13.- Ciclo redox del glutation.

ROOH GSH NADP' Glucosa6-P
Glutation Glutation Glucosa 6-P
peroxidasa reductasa deshidrogenasa

ROH GSSG NADPH 6-P Gluconato

5.2.1.10. Glutatién y pancreatitis.

El glutation juega un papel importante en la defensa de las células acinares
(Luthen y cols., 1998). Se ha descrito la deplecion de glutation y el incremento de
la peroxidacién lipidica en el tejido pancreatico durante la fase inicial de la
pancreatitis aguda (Schdenberg y cols., 1992; Sweiry y Mann, 1996). El
tratamiento con glutation monoetil éster aumenta los niveles de glutation en
pancreas y disminuyé el dafio pancreatico inducido por ceruleina en ratones
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(Neuschwander-Tetri y cols., 1992). El pretratamiento con N-acetilcisteina, uno de
los precursores del glutatién, disminuye la severidad de la pancreatitis en ratones
al disminuir los niveles de dienos conjugados e IL-6. Ademas, disminuye la
severidad del dafio pulmonar y la mortalidad (Demols y cols., 2000). Por otra
parte, la inhibicion de la sintesis de glutation con L-butionina-(S,R)-sulfoximida
causa mas necrosis en el pancreas y reduce la supervivencia de las ratas con
pancreatitis (Alsfasser y cols., 2002). Conviene resaltar que los ratones knockout
de NF-«B presentan niveles de glutation elevados y alteraciones histologicas
reducidas, sugiriendo una interaccion entre NF-xB y el glutation en el pancreas
(Altavilla y cols., 2003). Queda pendiente aclarar si la peroxidacion lipidica y la
deplecion de glutation son causa o consecuencia de la pancreatitis, aunque
parece que ambos procesos no son capaces de iniciar la pancreatitis aguda (Rau
y cols., 2000).

Nuestro grupo ha observado deplecion de glutation pero no oxidacion del
mismo, y este efecto ocurre inicialmente en el pancreas en el transcurso de la
pancreatitis aguda (Gomez-Cambronero y cols., 2000). Por lo tanto, la
detoxificacion de especies reactivas de oxigeno asociadas con el proceso
inflamatorio no parece ser la mayor causa de la deplecidon de glutation tan
temprana. Por tanto, la deplecion de glutatiéon podria suceder en parte por la
activacién de proenzimas ya que se conoce que las proteasas activadas como la
carboxipeptidasa pueden cortar el glutation (Meister, 1991). De hecho, la
activaciéon de tripsindbgeno se acompafia de deplecion de glutation en la
pancreatitis aguda experimental (Luthen y cols., 1998).

El glutation juega un papel en el acoplamiento del estimulo de secrecion
acinar (Stenson y cols., 1983), en el mantenimiento del citoesqueleto (Jewell y
cols., 1982) y en el plegado correcto de las proteinas en el reticulo
endoplasmatico (Scheele y Jacoby, 1982). Asi, la depleciéon del glutatidon
intracelular puede contribuir al erroneo transporte de granulos de zimdgeno
(bloqueo secretor) y a la activacion prematura de proenzimas pancreaticos
(Luthen y cols., 1995a; Yu y cols., 2002).

El dafio mitocondrial esta intimamente asociado con la severidad de la
deplecion de glutation (Meister, 1991). La mitocondria no puede sintetizar
glutation puesto que carece de actividad y-glutamil cisteina sintetasa o de
actividad glutation sintetasa (Meister, 1991), y por tanto obtiene el glutation por
transporte del citosol. Una marcada deplecion de glutation mitocondrial produce
dafo mitocondrial, que se previene completamente con la administracion de
glutation monoésteres (Meister, 1991). La deplecion del glutation pancreatico
puede ser responsable del dafio mitocondrial asociado a la pancreatitis aguda. De
hecho, nuestro grupo ha encontrado que la restauracion parcial de los niveles
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intracelulares de glutation tras el tratamiento con pentoxifilina previno el dafio a la
mitocondria pancreatica (Gomez-Cambronero y cols., 2000).

5.2.2. Otros antioxidantes no enzimaticos.

La vitamina C o acido ascorbico, es una molécula hidrosoluble y se la
considera una de las mas poderosas y quiza la menos tdxica de entre los
antioxidantes naturales (Bendich y cols., 1986). Se encuentra en concentraciones
elevadas en muchos tejidos, el plasma contiene alrededor de 60 umol/L. Los
humanos, otros primates superiores y los cobayas no poseen uno de los enzimas
imprescindibles para su sintesis, teniendo que incorporarla con la dieta.

Es capaz de ceder dos electrones transformandose en dihidroascorbato
que sera reciclado a acido ascoérbico por el enzima dihidroascorbato reductasa.
Por ello, el dihidroascorbato se encuentra en concentraciones mucho mas bajas
que el ascorbato. Reacciona con numerosas especies reactivas, como son el
radical anion superéxido, el perdxido de hidrogeno, el radical hidroxilo y el
oxigeno singlete. En solucion acuosa también puede reaccionar con especies de
nitrégeno reactivas, previniendo la nitracién de moléculas diana. Por otro lado es
capaz de regenerar la forma oxidada de la vitamina E. Existen transhidrogenasas,
como la glutarredoxina, capaces de reducir el acido dihidroascérbico con el
consumo de glutation reducido, con lo que el glutation mantiene unos niveles altos
de vitamina C y ésta actua como ahorradora de glutation (Meister, 1994).

Bajo el nombre de Vitamina E se engloba una familia de compuestos
fendlicos llamados tocoferoles y tocotrienoles de las que los tocoferoles es el mas
activo y abundante. En el organismo existen 4 tipos principales de tocoferoles:
alfa, beta, gamma y delta tocoferol. Estos grupos de compuestos altamente
lipofilicos, tienden a concentrarse en las membranas bioldgicas y en lipoproteinas
plasmaticas, actuando probablemente como el antioxidante mas potente del
organismo, en cuanto a su capacidad como bloqueador de la cadena de
lipoperoxidacion.

El acido lipoico es un tiol enddégeno que sirve como cofactor de los
complejos a-deshidrogenasa. Normalmente el acido lipoico esta presente en
pequefias cantidades (5-25 nmol/g) en los tejidos animales. Tras la
suplementacién dietética éste se reduce a acido dihidrolipoico (DHLA) al que se le
reconoce su papel en la regeneracion de antioxidantes fisiolégicos tales como la
vitamina E, el ascorbato y el GSH (Packer y cols., 1995).
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El acido urico es el producto final del metabolismo de las purinas en el ser
humano y otros primates, ya que carecen de la enzima uricasa, la cual hace que
continue la degradacion hasta alantoina y urea. El acido urico no parece ser
simplemente un producto de desecho de una via metabdlica, de hecho, se ha
correlacionado positivamente su concentracion en el plasma de distintas especies
con la esperanza de vida (Cutler, 1984).

Se ha demostrado in vivo como un agente antioxidante ubicuo, aunque en
algunos casos solo en presencia de otros antioxidantes, habiéndose demostrado
su interaccién con la vitamina C (Aruoma y Halliwell, 1989). Neutraliza radicales
hidroxilo, oxigeno singlete, oxidantes oxohemoglobinicos, radicales hidroperoxilos
y acido hipocloroso (Becker, 1993), y ademas el acido urico es capaz de formar
complejos estables en proporcién 2:1 con iones férricos, actuando como protector
contra las oxidaciones catalizadas por el hierro (Davies y cols., 1986).

Los carotenoides, colorantes que se aislan principalmente de las plantas,
poseen pronunciada actividad antioxidante. Otros compuestos de interés son los
flavonoides que son una familia muy extensa de antioxidantes polifendlicos. Son
muchas las propiedades que se les atribuyen aunque desafortunadamente tienen
una biodisponibilidad muy pobre.

La N-acetilcisteina (NAC), aunque no es un antioxidante propiamente dicho,
genera cisteina que participa en la sintesis de glutation (Prescott y cols., 1977)
que, como hemos comentado anteriormente, tiene como principal funcion la
proteccion de los tejidos frente al dafio oxidativo (Kosower y Kosower, 1978).

Por ultimo cabe destacar el alopurinol y su derivado metabdlico oxipurinol,
que se comportan como antioxidantes puesto que inhiben la xantina oxidasa. Su
mecanismo y caracteristicas se han comentado en la regulacion de la actividad de
la xantina éxidorreductasa.

5.3. Implicacion del estrés oxidativo en la fisiopatologia de
la pancreatitis aguda.

La busqueda de un agente desencadenante de la pancreatitis aguda y las
semejanzas con otros tipos de lesiones donde el estrés oxidativo tiene un papel
importante, estimuld la investigacion de la participacién de los radicales libres en
la pancreatitis aguda. A principios de los anos ochenta, Hillary Sanfey y sus
colaboradores pudieron demostrar que el pretratamiento con agentes
antioxidantes disminuia de forma significativa la hiperamilasemia, el edema y el
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incremento de peso del pancreas. Utilizando tres modelos diferentes de
pancreatitis experimental en el perro comprobaron como la administracion tanto
de superoxido dismutasa y de catalasa (Sanfey y cols., 1984), como la
administracion de alopurinol (Sanfey y cols., 1985), tenia un efecto beneficioso
respecto al grupo de animales control. Posteriormente se ha puesto de manifiesto
que en el curso de la pancreatitis aguda experimental existe una pérdida del
equilibrio entre los sistemas defensivos representados por la superéxido
dismutasa y los ofensivos representados por la xantina oxidasa a favor de estos
ultimos, con aumento de parametros indicadores de estrés oxidativo que se
pueden prevenir administrando los antioxidantes enzimaticos (Poch y cols., 1999).

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

La fuente de produccion de los radicales libres varia en funcién del modelo
estudiado. Comparando el modelo experimental de pancreatitis aguda leve,
inducido por sobreestimulacion con ceruleina, con el modelo de pancreatitis grave
inducido por perfusiéon de taurocolato, se ha podido determinar que el aumento de
las ERO en el primer caso es debido principalmente a la infiltracién por neutréfilos
activados mientras que en el segundo caso se debe sobre todo a la conversion de
XDH a XO (Closa y cols., 1994). En cualquiera de los modelos se pueden detectar
radicales libres y estrés oxidativo en fases precoces, pero el momento de
aparicion es controvertido. Asi, el grupo de Telek y colaboradores, mediante una
técnica histoquimica basada en el cerio, demostré6 en la pancreatitis aguda la
presencia precoz de estrés oxidativo in situ en pancreas debido primeramente a
las células acinares (posiblemente por la xantina oxidasa), y posteriormente
debido a los polimorfonucleados (Telek y cols., 1999).

Tanto en modelos de PA leve, inducida por ceruleina o L-arginina, como en
modelos de PA grave, inducida por taurocolato, se ha podido demostrar un

68



I-Introduccion

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

Todos estos hallazgos de estrés oxidativo en la pancreatitis aguda
promovieron una serie de experimentos para intentar demostrar su papel como
iniciador de la enfermedad. La deplecion de glutation “per se” no se vio capaz de
producir una pancreatitis aguda ya que no aparece en modelos de deplecion
prolongada de glutation (Martensson y cols., 1990) ni al disminuir el glutation
pancreatico (Luthen y cols., 1994). Rau y colaboradores intentaron provocar una
pancreatitis aguda prefundiendo xantina oxidasa de forma local y sistémica sin
encontrar los signos tipicos de pancreatitis (Rau y cols., 2000). Por tanto, se
considera el estrés oxidativo como un agente amplificador y no iniciador del
desarrollo de la pancreatitis aguda.

En los efectos sistémicos de la enfermedad se ha demostrado la
implicacion del estrés oxidativo. En el modelo de PA grave por perfusion de
taurocolato se ha demostrado la presencia de un incremento en la actividad XO
plasmatica y un descenso en los niveles de GSH, que no tiene excesiva
repercusiéon a su paso por el higado (donde no se produce un aumento en
productos de peroxidacion lipidica), pero que se acompana de un importante
infiltrado inflamatorio a nivel pulmonar (Folch y cols., 1998). Esta generacién de
ERO parece ser también esencial para la activacion de los neutréfilos y su
interaccion con la célula endotelial, en las cuatro fases conocidas como rolling o
disminucién de la velocidad y la forma de rodamiento, activacion, adhesién firme y
migracion. Esta interaccién esta controlada por receptores de la superficie de los
neutréfilos y sus correspondientes ligandos en las células endoteliales como las
integrinas y las selectinas. Los radicales superéxido producidos por la XO
circulante tras ser convertidos en peroxido de hidrégeno, parecen estimular la
sobreexpresion de los genes encargados de la sintesis de la ICAM-1 y de la P-
selectina mediante la enzima poli (ADP-ribosa) sintetasa (PARS), lo que
favoreceria la infiltracién y activacién de los neutréfilos en el pulmén. Del mismo
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modo que en modelos con deplecion o inactivacion de neutréfilos, el tratamiento
con SOD y catalasa o con inhibidores de la PARS logra disminuir la produccién de
MPO y el daio pulmonar por medio de dicho mecanismo (Folch y cols., 2000b).

A nivel clinico se ha podido determinar, mediante quimioluminescencia, la
presencia de estrés oxidativo en sangre periférica, un descenso en los niveles de
vitamina C y vitamina E, asi como un aumento en los niveles de tiobarbituratos en
pacientes con PA respecto a sujetos sanos. Estos cambios son directamente
proporcionales a la severidad de la pancreatitis aguda, mas intensos en las
formas graves que en las leves, y ademas se mantienen en el tiempo mas alla de
las manifestaciones clinicas de la enfermedad (Tsai y cols., 1998). En muestras
de tejido pancreatico procedente de pacientes intervenidos por complicaciones de
PA grave se ha obtenido, mediante técnicas combinadas de histoquimica y
microscopia de laser confocal, un aumento en la produccién de ROS, cuya fuente
principal parece ser la XO de las células acinares (Telek y cols., 2001).

En definitiva, los radicales libres parecen actuar en la pancreatitis aguda de
manera similar a cualquier otro proceso inflamatorio, es decir, amplificando la
lesion y manteniendo el proceso inflamatorio. El bloqueo de los radicales libres
con diferentes agentes terapéuticos parece tener un efecto protector sobre la
enfermedad y sus complicaciones sistémicas, especialmente a nivel pulmonar, lo
que sugiere un mecanismo patogénico similar en todos los modelos de
pancreatitis aguda experimental estudiados. Las discordancias en los resultados
entre los ensayos experimentales y los clinicos hacen que el papel del estrés
oxidativo en la fisiopatologia de la PA y sus complicaciones sistémicas sea un
campo en continua investigacion.

70



I-Introduccion

6. PROTEIN-QUINASAS ACTIVADAS POR MITOGENOS
(MAP QUINASAS)

6.1. Introduccion.

Para poder sobrevivir, la célula necesita una regulacién de sus genes de
manera correcta. Las vias de transduccion de la sefalizacion intracelular son de
enorme importancia para la adecuada regulacidén génica. En células eucariotas, la
fosforilacidn de factores proteicos intracelulares seguida de transcripcion génica
especifica, es un mecanismo universal de funcionamiento de estas senales de
transduccion. Ademas, los elementos mas importantes de esta sefalizacién son
comunes tanto en humanos como en plantas o en hongos.

En mamiferos, estos antiguos circuitos de regulacién mantienen el equilibrio
necesario entre crecimiento, diferenciacion y muerte celular. Dada su enorme
importancia, el conocimiento de las autopistas de la informacion que van desde la
superficie celular hasta el nucleo se han desarrollado de manera espectacular en
los ultimos afos. Una de las vias mas estudiadas es la de las protein-quinasas
activadas por mitdégenos, también llamadas MAP quinasas (mitogen-activated
protein kinases), las cuales juegan un papel crucial en muchos aspectos de la
respuesta inmune inflamatoria (Dong y cols., 2002).

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

Por ello, se esta desarrollado una investigacion exhaustiva de estas vias de
sefalizacion, obteniéndose hasta el momento importantes resultados en los
ensayos clinicos utilizado inhibidores de las MAP quinasas.
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6.2. Senales de transduccion y control de la expresion
génica.

6.2.1. Rutas de senalizacion intracelular.

Hay dos mecanismos principales que pueden actuar para transmitir las
seflales extracelulares hasta producir cambios en la expresion de genes
especificos. Por un lado, existen numerosas cascadas de fosforilacion que se
autopropagan y que activan factores de transcripcion residentes en el nucleo. Por
otro lado, también se encuentran un numero de factores de transcripcion
citoplasmaticos latentes que son activados tras la interaccidn de un ligando a un
receptor de la superficie de la membrana. Después de la activacion, estos
factores migran al nacleo en donde se acumulan para modular la expresion de los
genes. Recientemente se ha propuesto un sistema de clasificacion de los factores
de transcripcion que regulan el desarrollo y la especializacién celular y cuyo
namero continda incrementandose (Brivanlou y Darnell, 2002).

Dentro del primer grupo, el de las proteinas que actuan en cascada por
fosforilacidn, se encuentran las MAP quinasas las cuales constituyen la principal
ruta de sefializacion inflamatoria desde la superficie celular hasta el nucleo (Dong
y cols., 2002). Otras cascadas de fosforilacion serian las que se activan tras
incrementos de segundos mensajeros intracelulares (incluyendo cAMP y Ca?"),
las proteinas relacionadas con el receptor de membrana G y las quinasas del
receptor de tirosina (Hunter, 2000). Normalmente, estas vias de transduccion
fosforilan factores de transcripcion nucleares activandolos y generando
alteraciones en la transcripcidon génica.

En el segundo grupo se han identificado 8 principales vias de activacién de
factores de transcripcién citoplasmaticos. Entre ellas hay dos vias que se activan
directamente por receptores de superficie, las denominadas familias de las
moléculas SMAD, que se relacionan con la transduccion de la superfamilia de
ligandos del factor de transformacién del crecimiento beta (TGF-B) (Massague,
2000) y la familia de las moléculas STAT (senales de transduccion y de
activadores de la transcripcion). Estas vias son activadas por mas de 20
citoquinas que comparten receptores asociados con la quinasa Janus (JAK) y que
fosforilan los receptores respectivos en residuos de tirosina para iniciar la sefal de
transduccion (Darnell, 1997). Podemos resumir suscitamente su mecanismos de
accion diciendo que las enzimas inactivas de JAK se unen ligeramente a los
dominios especificos de receptores de citoquinas como los receptores de
interferon o/p/y, o las interleuquinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 o IL12. Tras la uni6n al
ligando, el receptor asociado a JAKs se vuelve activo por fosforilacion y fosforila
residuos de tirosina en las porciones citoplasmaticas de los receptores agrupados.
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Consecuentemente, las proteinas STAT reconocen estos restos de fosfotirosinas
y son fosforiladas tras la union a los receptores por JAKs asociadas a receptor.
Tras la union de dos proteinas de STAT, se disocian del receptor y migran al
nucleo donde se unen al ADN en secuencias especificas del promotor de los
genes responsables de citoquinas y activan su transcripcion. La activacion de
STAT tiene importantes consecuencias celulares como por ejemplo en la
diferenciacién de las células T helper, en concreto, la activacién de STAT4 es
suficiente para conferir a la célula fenotipo T helper 1 mientras que la activacion
de STATG6 causa transicion de una célula precursora a una célula T helper 2.

Respecto a las otras cuatro vias importantes que pueden activar factores
de transcripcion éstas requieren la fosforilacion citoplasmatica de serina y/o
proteolisis. En este grupo se incluye la familia del factor rel/nuclear kappa B, que
es activada en respuesta a multitud de estimulos extracelulares como el de
TNF-a o IL-1 y de productos virales y bacterianos (Perkins, 2000). Este grupo
también incluye la via Wnt y la via Notch. La via Wnt de sefalizacion es
fundamental en el desarrollo normal y maligno de las células. La via de Notch se
ha visto implicada en la linfopoyesis y algunos datos recientes sugieren que ésta
juega un papel crucial en la diferenciacion de las células T de un progenitor
comun (Allman y cols., 2002). Ademas, parece también importante en el
desarrollo del sistema nervioso ya que determina el destino del primer segregado
de precursores neuronales hasta alcanzar el grado de diferenciacion de células
como la neurona y la glia (Justice y Jan, 2002).

Finalmente, fluctuaciones en segundos mensajeros (como el Ca** o las
concentraciones de fosfoinositol) pueden activar factores de transcripcion
citoplasmaticos latentes como por ejemplo, el factor nuclear de células T
activadas (NFAT) (Crabtree y Olson, 2002) y Tubby, un producto de un gen que
esta asociado a la obesidad (Ikeda y cols., 2002).

6.2.2. Control de la expresion génica.

Existen numerosos factores que contribuyen para conseguir una delicada
regulacion de la expresion génica en respuesta a diversos estimulos celulares.
Entre ellos, los factores de transcripcion activados por rutas de sefalizacion
intracelular juegan un papel fundamental en esta regulacion. Mediante
combinaciones de un numero relativamente bajo de factores transcripcionales, se
consigue una enorme especificidad en las dianas génicas que responden a
condiciones fisioldgicas y patolégicas muy variadas. La estructura de la cromatina
ejerce en general una accion de represion de la expresion geénica, ya que la
presencia de nucleosomas puede dificultar la interacciéon de los factores de
transcripcion con el DNA. Durante la evolucidén, las células eucariotas han
perfeccionado mecanismos coordinados de acciéon directa sobre la estructura
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nucleosomal que permiten modular este caracter represor de la cromatina. Entre
estos mecanismos caben destacar las modificaciones covalentes post-
traduccionales de histonas (Zhang y Reinberg, 2001), la remodelacién de la
cromatina (Becker y Horz, 2002), la metilacion del DNA (Keshet y cols., 1986),
ensamblaje de las variantes de las histonas y expresiéon de RNA no codificantes
(Keshet y cols., 1986).

Por la importancia que tienen en procesos inflamatorios y en el estrés
oxidativo, se han estudiado en la presente tesis los siguientes factores de
transcripcion:

6.2.2.1. Factor Nuclear kappa B (NF-xB).

El NF-xB es un factor de transcripcion que se activa por numerosos
estimulos extracelulares tales como citoquinas proinflamatorias, estrés oxidativo
0 agentes patégenos (Baldwin, 1996). El factor es un dimero que se encuentra
unido al inhibidor de NF-kB (IxB) en el citosol. Cuando IkB se fosforila, se libera
NF-xB permitiendo su traslocacion al nucleo en donde interacciona con genes
diana especificos. El kB fosforilado puede se posteriormente ubiquitinilado,
siendo esta modificacién una sefal para la degradacion por el proteasoma 26S
(Chen y cols., 1995). Las rutas de activacion de NF-kB convergen sobre la lkB-
quinasa (IKK), que inicia el proceso activador al fosforilar a IkB.

En la pancreatitis aguda experimental se ha observado una activacion
bifasica de NF-xB; una activacién temprana, que parece producida por el
tripsinégeno, y una activacion tardia que parece producida por las células
inflamatorias que se infiltran en el pancreas (Gukovsky y cols., 1998).

6.2.2.2. Proteina estimuladora 1 (SP-1).

El factor de transcripciéon SP-1 fue el primero de una familia de factores de
transcripcion que poseen dedos de zinc. Este factor juega un papel importante en
gran numero de procesos fisioldgicos, como la regulacion del ciclo celular, la
activacién hormonal, la apoptosis y la angiogénesis. La oxidacion de residuos de
cisteina en los dedos de zinc puede modificar su capacidad de union al DNA vy
alterar su funcionalidad Por tanto, SP-1 es un factor de transcripcién sensible al
estrés oxidativo (Webster y cols., 2001).

6.2.2.3. c-Myec.

Este factor transcripcional es una fosfoproteina producto del proto-oncogen
c-myc. Participa en la regulacién de la transcripcion génica en células normales y
neoplasicas. Su activacion estd mediada a través de la dimerizacion con Max,
uniéndose de ese modo a la secuencia consenso CA(C/T)GTG (la denominada
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caja E). Aunque la proliferacion celular es posible sin su presencia, c-Myc actua
como integrador y acelerador de la proliferacion y del metabolismo celular (Boxer
y Dang, 2001).

6.2.2.4. c-Jun.

El factor c-Jun define una familia multigénica de factores de transcripcion
inducibles que se encuentran usualmente en forma de dimeros. Es comun que
formen dimeros entre ellos o con miembros de la familia de c-Fos. El factor c-Jun
tiene una vida media muy baja, en el orden de 1 h, y su degradacidon esta muy
bien regulada. Las MAP quinasas, en concreto JNK y ERK 1/2, tienen capacidad
de fosforilar a c-Jun modulando su activaciéon. Se sabe ademas que es capaz de
regular genes que estan vinculados con la apoptosis y la supervivencia celular.

6.3. MAP quinasas.

Las MAP quinasas son las mas antiguas y mejor conservadas vias de
senalizacion en eucariotas y son cruciales en la respuesta inmune. Comprenden
una familia de enzimas que forman una red integrada para llevar a cabo funciones
celulares de control de diferenciacion, proliferacion y muerte celular (Kyriakis y
Avruch, 2001). Estas proteinas citoplasmaticas pueden modular las actividades de
otras proteinas intracelulares por medio de la fosforilacion a sus aminoacidos
serina y treonina. Hasta el dia de hoy, se han identificado mas de 20 isoformas de
MAP quinasas. La activacion de las enzimas MAP quinasas por ellas mismas es
inusual, puesto que requieren de la fosforilacion simultanea de residuos de
treonina y tirosina, y por tanto requieren de la actividad de quinasas especificas
duales conocidas como MAP quinasas quinasas (MAPKK o MEK). El potencial
fosforilador de las demas familias de quinasas de mamifero se restringe, bien a
fosforilar residuos de serina/treonina, o a fosforilar residuos de tirosina (Hommes y
cols., 2003).

La especificidad de la fosforilaciéon que realizan las MAP quinasas quinasas
es dependiente del motivo de la proteina que fosforilan. Todas ellas fosforilan
residuos Thr-Xxx-Tyr, pero el aminoacido que se encuentra en la posicion X es el
que confiere la especificidad, de forma que, segun sea un aminoacido o sea otro,
sera susceptible de ser substrato de determinada MAP quinasa quinasa o no
(Schramek, 2002). Por tanto, la activacién de las MAP quinasas quinasas tendran
implicaciones especificas al reconocer y fosforilar motivos especificos.

Por otro lado, las MAP quinasas quinasas para ser activas han de ser
fosforiladas también por otras enzimas que controlan su actividad, y que se
denominan MAP quinasas quinasas quinasas (MAPKKK o MEKK), una familia de
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proteinas entre las que se encuentra el protooncogen c-raf como miembro mas
prominente. El control de ésta familia de enzimas y su especificidad de sustrato es
en la actualidad tan solo parcialmente conocido (Hommes y cols., 2003).

Cuando las MAP quinasas se activan, los factores transcripcionales
presentes en el citoplasma o en el nucleo son fosforilados y activados,
produciendo la expresion de ciertos genes diana y provocando una respuesta
celular. Las interacciones multiples entre las diferentes cascadas de MAP
quinasas sirven para integrar y moderar respuestas celulares. De hecho, se ha
demostrado que las MAP quinasas comparten especificidad de sustratos vy
fosforilacién de sitios de regulacion con multiples protein quinasas (Fukunaga y
Hunter, 1997; Waskiewicz y cols., 1997; Lewis y cols., 1998).

Se distinguen tres grandes grupos de cascadas reguladoras de MAP
quinasas en humanos que en ultimo término conducen a modificar la expresion
génica. Estas tres familias de quinasas son la familia de ERK 1/2, la de JNK y la
de p38.

6.3.1. ERK 1/2.

La familia de ERK 1/2 (quinasas reguladas por sefiales extracelulares), la
primera en ser caracterizada, es mediadora vital de un numero importante de
transformaciones celulares que incluyen el crecimiento, la proliferacién y la
supervivencia. Hay dos isoformas de ERK que se expresan ubicuamente,
denominadas ERK 1 y ERK 2. En ocasiones se las denomina MAP quinasas
p42/p44 debido a su tamafio molecular (Boulton y cols., 1990; Boulton y cols.,
1991). En esta cascada, MEK 1 y MEK 2 son las enzimas que fosforilan en un
nivel superior a ERK 1 y ERK 2, actuando como MAPKK, y la proteina RAF actua
como MAPKKK (figura 14). La duracion de la activacion de ERK 1/2 depende de
dos mecanismos: la eliminacion de uno o de los dos grupos fosfato que se
encuentran en los residuos tirosina o serina/treonina y la accién de fosfatasas,
que dependen asimismo de la localizacion intracelular, puesto que ERK no solo
fosforila en el nucleo si no también en la membrana (v.g. fosfolipasa A) y en el
citoplasma (Todd y cols., 1999). Experimentos con ratones knockout han puesto
en evidencia la importancia de esta familia de MAP quinasas (Pearson y cols.,
2001). La alteracién de una de las tres proteinas Raf resulta fatal para los ratones,
y si la diana es MEK 1, se observa muerte embrionaria con signos de necrosis
tisular. El papel que desempefa ERK 1/2 es, por el contrario, bastante
desconocido hasta la fecha pero se sabe que regula la activacion de la familia de
la proteina activadora 1 (AP-1). Miembros de esta familia,, fosforilados por ERK
1/2, incluyen a c-Jun, c-Fos, y el factor de activacion de la transcripcion 2 (ATF-2),
pero la relevancia in vivo de esta fosforilacion no esta clara aun (Gupta y cols.,
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1995). ELK-1, que activa c-Fos, es otra proteina de las proteinas fosforiladas por
ERK 1/2.

Aunque primeramente se pensoé que el papel de ERK 1/2 se restringia al
crecimiento celular y a la proliferacién, en la actualidad parece claro que muchos
procesos inflamatorios estan relacionados con la activacion de ERK 1/2. Ratones
deficientes en ERK 1 son normales y fértiles pero muestran una maduracién
deficitaria en timocitos y tienen reducida la expresion de las cadenas a y  del
receptor celular T. Esto indica que la activacion de ERK es crucial para la
activacion de células T y se ha descrito que se produce a traves de la familia de
AP-1.

Figura 14.- Via de senalizaciéon de ERK.
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6.3.2. JNK.

La via de sefalizacién de JNK (quinasa del NH2 terminal de c-Jun) es una
via activada por estrés que se relaciona con la proliferacion celular y la apoptosis.
Las quinasas JNK se codifican por tres genes, jnk-1, jnk-2 y jnk-3, que son
alternativamente enlazadas para formar las distintas isoformas de JNK (Gupta y
cols., 1996). En paralelo con ERK 1/2, JNK parece ser fundamental en la
activacion de AP-1 producida por estrés y por la exposicion de varias citoquinas
(Ip y Davis, 1998).

Las dos proteinas MAPKK que activan JNK son MKK7, activada
primariamente por citoquinas (TNF-a, IL-1), y MKK4, activada primariamente por
el estrés en que se encuentre la célula (figura 15). EI numero de proteinas que
actuan como MAPKKK es elevado, con mas de 12 proteinas intracelulares,
incluyendo aquellas del grupo MEKK 1-4. Sin embargo, no se conoce la
relevancia de cada una de ellas tras cada estimulo fisiologico especifico (Weston
y Davis, 2002). La duracién y amplitud de la activacion de JNK representa el
balance entre los estimulos externos y los mecanismos intracelulares de
inactivacion. Existen cuatro factores negativos de JNK que han sido identificados:
la fosfatasa MAP quinasa 7, la proteina de shock térmico 72, la oncoproteina
maligna, y el oxido nitrico (Weston y Davis, 2002). Los dos componentes
primarios de transcripcion que fosforila JNK de AP-1 son c-Jun y ATF-2.

Los tres genes de JNK han sido suprimidos en ratébn dando como resultado
defectos en la respuesta inmune y en la apoptosis. Los knockout en fibroblastos
embriogénicos poseian defectos en la activacion de AP-1, proliferacion disminuida
y resistencia a la apoptosis inducida por estrés (Tournier y cols., 2000). Si el gen
suprimido es el que corresponde a MKK 7, los resultados obtenibles indican que
la activacion de TNF-a es via MKK 7 pero niveles basales de MKK4 se requieren
también para una activacion completa por parte de TNF-a (Tournier y cols., 2001).
Los estudios que se han centrado en JNK2 indican que parece tener un papel
crucial en la diferenciacion celular y la produccion de citoquinas (Yang y cols.,
1998a; Tournier y cols., 2001).
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Figura 15.- Via de sefializacién de JNK.
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6.3.3. p38.

La via de la MAP quinasa p38 comparte muchas similitudes con las otras
cascadas de MAP quinasas, asociandose asimismo a la inflamacion, el
crecimiento y la muerte celular. Primeramente, se identifico la quinsas p38 en
raton en respuesta al lipopolisacarido bacteriano LPS (Han y cols., 1994). Hasta
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la fecha se han identificado cuatro isoformas de MAP quinasas las cuales
comparten un 60 % de homologia. Dos isoformas se expresan de manera ubicua
(p38a. y p38B) (Ono y Han, 2000) mientras que p38y se expresa de manera
predominante en musculo esquelético y p385 se encuentra en los pulmones, los
rinones, los testiculos, el pancreas y el intestino delgado. En la mayoria de las
células inflamatorias la forma alfa es la que predominantemente se encuentra
activada.

La activacion de p38 por parte de agentes extracelulares incluye a muchas
citoquinas (IL-1, IL-2, IL-7, IL-17, IL-18, TGF-B y TNF-a) y un numero de
patdgenos que activan p38 por medio de diferentes receptores Toll, incluyendo el
LPS, el peptidoglicano, la enterotoxina B de estafilococo, el ecovirus 1 y el virus 1
del herpes simple (Ono y Han, 2000). Ademas, muchos factores de crecimiento,
como eritropoyetina, factor estimulador de colonias de granulocitos, de
macroéfagos y factor de estimulacion de colonias 1 (Foltz y cols., 1997) asi como
factores ambientales, como rayos ultravioleta, radicales libres y estados de
hipoxia (Ono y Han, 2000), son capaces de inducir p38.

La activacion de p38 se lleva a cabo por MKK 3, MKK 4 y MKK 6 que son
las MAPKK que fosforilan a p38 (figura 16). Cabe destacar también que MKK3 es
la que principalmente fosforila a las isoformas p38a, p38y y p385. Asimismo, gran
cantidad de proteinas pueden activan la via MKK/p38, lo cual explica la gran
cantidad de estimulos que son capaces de activar la cascada de p38. Por otro
lado, la inhibiciéon de p38 sucede por fosfatasas especificas que son capaces de
defosforilar no solo a p38 si no también a ERK y JNK (Sun y cols., 1993).

Los factores diana de p38 son otras quinasas o factores de transcripcion
como ATF-2 y MEF 2. Se puede destacar que ATF-2 puede formar heterodimeros
con factores de transcripcidon Juny que asi se asocia con AP-1.

La inhibicion de p38 esta implicada en la atenuacion de la transcripcion de
NF-xB, por ello, p38 se piensa que se asocia a la activacion de NF-xB (Bergmann
y cols., 1998; Nick y cols., 1999). MAP-KAP (MK2) es una de las muchas
quinasas que se regulan por fosforilacion directa de p38. Al utilizar ratones
carentes del gen de MK2, se produce resistencia y mayor supervivencia al shock
endotoxico producido por LPS por una reduccion en la produccion de TNF-a de
aproximadamente el 90% (Kotlyarov y cols., 1999). Este efecto parece ser post-
transduccional, ya que el mRNA no se reduce y la secrecion de TNF-a no se
afecta.

La principal respuesta biolégica a la activacion de p38 consiste en la
produccion y la activacion de mediadores de la inflamacidn para iniciar el
reclutamiento de leucocitos y su activacion. Por ejemplo, el TNF—a induce la
sobreexpresion de E-selectina, que se expresa en la superficie de las células

80



I-Introduccion

endoteliales durante el proceso de rolling de los leucocitos mediado por selectina
y que se encuentra parcialmente regulado por p38 (Read y cols., 1997). Ademas,
se ha demostrado que la estimulacidn con LPS de los neutréfilos produce
activacion de p38, y lleva a la adhesion celular y la regulacidn de la sintesis de
TNF—-a (Nick y cols., 1999).

Ademas, p38 puede regular la expresion de la molécula de adhesion de
célula vascular 1 (VCAM-1) inducida por TNF-o en células endoteliales
(Pietersma y cols., 1997). Asimismo, agentes quimiotacticos como la N-formil-
metionil-leucil-fenilalanina, el factor activador de plaquetas (PAF) y el TGF-
B pueden inducir quimiotaxis neutrofilica a través de la activacion de p38
(Hannigan y cols., 1998; Zu y cols., 1998). Probablemente, p38 juega un papel
fundamental en la regulacion de una gran variedad de respuestas inmunoldgicas,
como se puede observar en problemas inflamatorios, pero hay una superposicion
considerable con otras rutas de sefalizacion como las descritas anteriormente de
JNK y de ERK. En la enfermedad inflamatoria intestinal se ha descrito
recientemente una sobreexpresion de p38a en los neutrdfilos y macrofagos de la
lamina propia del intestino (Waetzig y cols., 2002).

6.4. Interacciones entre MAP quinasas

A pesar de que las MAP quinasas generalmente actuan como mddulos de
sefalizacion autonomos, existen interacciones entre las diferentes vias descritas.
Se localizan estas interacciones a dos niveles diferentes: por activadores por
encima de las MAP quinasas y por debajo de las mismas en la via. El ejemplo
mas destacado de la primera es la GTPasa p21 Rac que es activada por varios
mediadores de inflamacion, en concreto el factor de estimulador de colonias 1 vy el
TNF-a (Peppelenbosch y cols., 1999). Rac activa la quinasa MEK p65 PAK, al
menos en células mieloides y linfoides (Blume-Jensen y Hunter, 2001), la cual
activa secuencialmente MKK3, 4, 6 y 7, siendo éstas responsables de la
activacion simultanea de p38 y de JNK, caracteristica general observada en la
mayoria de las reacciones proinflamatorias (Coso y cols., 1995; Minden y cols.,
1995). Por otro lado, por debajo del alcance de las MAP quinasas existe también
interacciones cruzadas. Asi, cuando se activan las MAP quinasas, se produce
activacion de las llamadas fosfatasas de especificidad dual que defosforilan las
MAP quinasas y restringen su accion a un corto periodo de tiempo. Puesto que la
especificidad de estas fosfatasas es limitada, la activacion de una MAP quinasa
resultara en la desactivacion de otras MAP quinasas. Asi se pueden activar por un
lado unas MAP quinasas simultdneamente con otras o inhibirse por la activacion
de otra, preponderando uno u otro dependiendo del contexto celular que suceda.
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Figura 16.- Via de sefalizacion de p38.
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6.5. MAP quinasas y pancreatitis aguda.

Como ya mencionamos anteriormente, las MAP quinasas se han
relacionado con numerosos procesos fisioldégicos y patolégicos. Como en otras
patologias, los cientificos dedicados a estudiar el pancreas, tanto en su correcta
funcién como en la pancreatitis aguda, han visto en las MAP quinasas moléculas
que podian tener un papel relevante, puesto que son proteinas clave en la
sefalizacion intracelular. En procesos de inflamacion y estrés son rapidamente
activadas y constituyen una diana esperanzadora para la modulaciéon de los
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procesos que suceden en la pancreatitis aguda, enfermedad que aun no tiene un
tratamiento etiolégico consensuado y efectivo, y que tiene un componente
inflamatorio crucial.

6.5.1. Activacion de las MAP quinasas en células acinares.

Se ha descrito que diferentes secretagogos son capaces de inducir la
activacion de las MAP quinasas. La activacion de ERK en células acinares de
pancreas se produce utilizando CCK con una concentracion muy pequefia, del
orden de 3 pM, y se produce también con secretagogos relacionados con la
hidrolisis de fosfoinositol como la bombesina y carbacol por un mecanismo que
incluye a la protein quinasa C y la proteina tirosin quinasa (Duan y Williams,
1994). Esta activacion depende de la activacion de MEK y parece que RAS esta
también implicada (Duan y cols., 1995). Estudios mas actuales han confirmado
que la activacion de ERK por CCK es protein-quinasa-C dependiente,
determinando que la via fundamental de activacion es a través de la familia de
proteinas Raf (c-Raf-1, Raf-B y Raf-a) aunque Ras tiene un papel menor. La
activacién de la via de ERK, utilizando como agente activador el factor de
crecimiento epitelial, sucede de forma mas tenue y se produce via proteina tirosin
quinasa y via Ras, protein quinasa C independiente (Williams y cols., 2002).

Tras el tratamiento con los mismos secretagogos, se produce también
activacion de p38 en células acinares, lo que se ha relacionado con la
organizacion del citoesqueleto de dichas células, a través de la activacion por
fosforilacion de la pequefia proteina de estrés térmico hsp 27 (Schafer y cols.,
1998).

La quinasa JNK también se activa tras el tratamiento de células acinares
con CCK in vitro si bien la dosis requerida es mucho mayor que in vivo. De
nuevo, el carbacol y la bombesina son capaces de activar también a JNK pero la
activacion no sucede por mediacién de la protein quinasa C ni mediante
incremento de la concentracion intracelular de Ca?*. En pancreas se produce
ademas una activacion in vivo tras el tratamiento con ceruleina a dosis
suprafisiolégicas en ratas y dosis normales de secrecién. La quinasa ERK en
cambio se activa de manera mas moderada tras la administracion de ceruleina
(Dabrowski y cols., 1996).

La concentraciones suprafisiolégicas de colecistoquinina, que inducen
predominantemente muerte celular por necrosis a los acinos pancreaticos
aislados activan las tres familias de MAP quinasas, mientras que la irradiacion de
éstos con luz ultravioleta B, que produce predominantemente apoptosis, cursa
con activacion de p38 y ERK pero no de JNK. Puede que en estos modelos las
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MAP quinasas tengan un papel fundamental en el tipo de muerte celular en
particular a través de ERK 'y p38 (Dabrowski y cols., 2000b).

El factor transformador del crecimiento beta (TGF-B) activa también ERK y
p38 pero no JNK. La activacion de ERK se produce por las llamadas proteinas
SMAD que activan a su vez a MEK. Posteriormente, MEK activa por fosforilacion
a la quinasa ERK. Al inhibir la activacion de ERK, TGF-§ es incapaz de activar el
factor de transcripciéon AP-1 (Simeone y cols., 2001).

Se disponen en la actualidad de muchos datos que indican que las
especies reactivas de oxigeno (ROS) también juegan un papel importante en la
patogénesis de la pancreatitis aguda inducida por ceruleina. Las ROS son
también capaces de activar todas las MAP quinasas pero de forma independiente
a la activacion de la protein quinasa C (Dabrowski y cols., 2000a).

El grupo de Pandol ha descrito a los acinos pancreaticos como una fuente
de expresién de citoquinas cuya produccion se inhibe con los piridinil imidazoles
SB-203580 y SB-202190 (Blinman y cols., 2000). En el proceso de aislamiento de
los acinos se produce un aumento de la expresidén de citoquinas y quimioquinas
como IL-6, TNF-a, KC, MCP-1 y MIP-2. Todas estas expresiones se bloquean en
gran parte tras el bloqueo de la activacion de p38 y la inhibicién es incluso mayor
al utilizar junto con los piridinil imidazoles SB-203580 y SB-202190 el inhibidor de
NF-kB denominado MG-132 (Blinman y cols., 2000).

Hasta el momento, la comunidad se preguntaba qué era lo que activaba a
las MAP quinasas en el pancreas y en la pancreatitis, pero no se prestd menor
atencion a la etapa siguiente, es decir, una vez activadas, s cémo se desactivan?.
El grupo de Wagner estudié las MAP quinasas fosfatasas, con diez miembros
diferentes identificados hasta la fecha, y con grandes homologias pero con
diferente afinidad por los substratos, que eran las candidatas de realizar este
papel. Utilizando el modelo de ceruleina se observé que la expresion de MKP-1,
MKP-3 y de MKP-5 cambiaba de nula a muy elevada. Ademas, utilizando un
inhibidor de MKP-1, se aumentd la actividad de JNK y no de p38 ni de ERK,
demostrando asi que la inhibicién que MKP-1 realiza sobre JNK (Hofken y cols.,
2000).

Se ha descrito un papel proliferativo de p38 en las células estrelladas de
pancreas, que estan a su vez implicadas en la fibrosis y la inflamacién pancreatica
(Masamune y cols., 2003). La utilizacién de inhibidores de p38, como el
SB203580 y el SB202190, bloquea la activacion de éstas células y su
proliferacion. Un efecto parecido sucede al inhibir la via de JNK que, sin afectar la
via de p38 ni de ERK en estas células, disminuye la proliferacion de las células
estrelladas pero no evita la transformacion de las mismas.
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Ademas, ERK y p38 se han relacionado con la regulacion de la elongacion
de las proteinas tras la estimulacion con CCK, regulando la fosforilacion de eEF2
y del factor de elongacion 2 que es el principal factor conocido de regulacion de la
elongacion (Sans y cols., 2004).

6.5.2. MAP quinasas en la pancreatitis aguda experimental.

En la pancreatitis aguda inducida por ceruleina se ha descrito una
activacién de todas las MAP quinasas, y es especialmente rapida e intensa la
activacién de p38. Se conoce que existe activacion basal de p38 y de ERK, pero
no de JNK , que se activa con dosis mayores de ceruleina y mas tenuemente, lo
cual podria ser de importancia como posible diana para farmacos eficaces contra
la pancreatitis (Wagner y cols., 1999). Se ha llegado incluso a proponer a JNK
como un posible marcador de pancreatitis inducida por hiperestimulaciéon del
pancreas (Grady y cols., 1996).

Estudios in vivo, usando el modelo de ceruleina, con inhibidores de p38 han
mostrado que la activacion de p38 en el pancreas era beneficiosa para prevenir la
aparicion de necrosis pancreatica y para prevenir el edema pancreatico. Al inhibir
la via de p38 se producia mas edema y mas necrosis pancreatica, rasgo que no
es nada tipico de una pancreatitis inducida por ceruleina (Wagner y cols., 2000;
Fleischer y cols., 2001). Los mismos autores estudiaron también el efecto sobre
los mismos parametros de la inhibicion de la MAP quinasa JNK mediante el uso
de CEP-1347 observando en este caso efectos beneficiosos que se oponian a
los encontrados al inhibir p38 (Wagner y cols., 2000; Fleischer y cols., 2001).

Se han ensayado en la pancreatitis inducida por ceruleina los inhibidores
de ERK U0126 y PD98059 con objeto de inhibir MEK y consecuentemente la
activacion de ERK. Estos tratamientos redujeron sustancialmente la inflamacién
pancreatica medida por el peso humedo del pancreas y la actividad amilasa en
suero (Clemons y cols., 2002). Histolégicamente se mostré también mejoria en los
animales con pancreatitis tratados con inhibidor de MEK de los no tratados con
pancreatitis. Estos efectos se reproducen en ratas neutropénicas tratadas con
vinblastina lo que indica que la accion de los inhibidores no depende de los
neutroéfilos (Clemons y cols., 2002).

Por ultimo, con el compuesto SP600125 se obtuvieron mejores resultados
lo que se explicaria por una inhibicién conjunta de JNK (90%) y de ERK (45%).
Asimismo se encontraron valores disminuidos de TNF-o y de ICAM-1 en
pancreas (Minutoli y cols., 2004).
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Los efectos en otros tejidos como plumén o higado, caracteristico de la
respuesta sistémica a la pancreatitis aguda necrética se explican en parte por los
monocitos/macréfagos activados en la sangre y la ascitis. Se ha descrito que
cuanto mas grave es la pancreatitis, mas activacion de p38 y de NF-kB existe en
dichas células y que este efecto correlaciona bien con los niveles encontrados de
IL-6 y de TNF-a., efectores de dafio extrapancreatico (Liu y cols., 2003).
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7. MUERTE CELULAR.

Desde hace mas de 50 afios, en el estudio de la muerte de las células, se
observo una distincion morfologica entre la clasica muerte patolégica por necrosis
y una muerte fisioldgica, si bien no fue hasta 1972 cuando se acufio el término de
apoptosis (Kerr y cols., 1972). Sorprendentemente, se ha experimentado un
espectacular progreso cientifico en este tipo de muerte celular programada, pero
en cambio las vias bioquimicas que llevan a la célula a una muerte por necrosis
estan aun poco esclarecidas (Martin, 2001).

La apoptosis es un proceso coordinado mediado por componentes
intrinsecos de la célula en la que juegan un papel importante tanto las caspasas
(cistein aspartato proteasas) como la mitocondria. La muerte celular programada
se produce tras un proceso de condensacion cromatinica y posterior troceado de
la misma. La célula queda destruida, dejando como productos finales unas formas
esféricas que mantienen la integridad de la membrana, sin producir inflamacién
(Bhatia, 2004).

La necrosis en cambio, se ha considerado durante muchos anos como un
proceso pasivo que ocurre tras una pérdida generalizada de ATP en la célula. Los
canales ionicos dependientes de ATP se vuelven inefectivos, se produce una
entrada masiva de calcio, de sodio y de agua, lo que ocasiona el hinchado de la
célula. Se desencadena a continuacion la destruccion del citoesqueleto celular vy,
finalmente, la rotura de la membrana celular provoca el colapso total de la célula.
El vertido de contenido celular al exterior comporta una inflamacion asociada a la
muerte por necrosis, lo cual lo diferencia del proceso de la apoptosis (Bhatia,
2004). Los factores que producen la necrosis celular son fundamentalmente
extrinsecos, como son los cambios osmaticos, térmicos, téxicos, isquémicos,
aunque también de tipo traumatico. Datos recientes sugieren sin embargo que
existen ejemplos de muerte por necrosis fisioloégicos y que pueden ser incluso
regulados o programados. Muchos estimulos, como son las citoquinas, la
isquemia o los patdégenos, pueden provocar tanto apoptosis como necrosis a las
mismas células (Proskuryakov y cols., 2003).

En la pancreatitis aguda se observa clinica y experimentalmente una
progresiva muerte celular en el tejido pancreatico. Los mecanismos de esta
muerte estan aun en la actualidad poco claros, pero la regulacion de los
mecanismos que conducen a la célula bien a la apoptosis o bien a la necrosis
pueden ser clave para explicar esta enfermedad. Puesto que la severidad de la
enfermedad esta relacionada inversamente con la apoptosis y directamente con la
necrosis de las células acinares (Kaiser y cols., 1995), el estudio de la apoptosis,
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y mas aun de la necrosis, es fundamental para encontrar un tratamiento efectivo
contra la pancreatitis aguda.

7.1. Necrosis.

Tras la aparicion del término apoptosis, la necrosis se ha considerado como
un proceso de muerte perturbado o incluso accidental. La necrosis es el tipo de
muerte celular que ocurre en varias condiciones neurodegenerativas y como
consecuencia de dafio isquémico en diversos organos, incluido el cerebro y el
corazdn. La necrosis se asociaba a un proceso pasivo que ocurre como
consecuencia de la pérdida de ATP. Investigaciones recientes sugieren la
necrosis como un proceso “activo” en la que se produce una acumulacién de
iones Na* y Ca?* y que originan cambios en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial. Se han descubierto rasgos claramente apoptoticos en células que no
poseen nucleo (citoplastos). La diferencia entre apoptosis y necrosis es entonces
muy estrecha, ya que no es necesaria una fase de sintesis de proteinas por el
nucleo para fases tardias de la apoptosis (Jacobson y cols., 1994).

Morfolégicamente se describe a la necrosis como un hinchamiento de la
célula, con posterior colapso de la membrana, y lisis celular rapida. Durante la
apoptosis se produce primero un encogimiento con condensacion cromatinica
para finalmente aparecer bien empaquetados los denominados cuerpos
apoptoticos. El término oncosis enfatiza el hecho del hinchamiento celular
producido en la necrosis (de oncos=hichamiento) y seria este término el opuesto a
la apoptosis. Se podrian considerar como los extremos de un espectro de
posibilidades de muerte celular. Para tener un criterio que nos ayude a la
clasificacion, se ha propuesto definir necrosis como la muerte que se acompana
de rapida liberacion extracelular de contenido celular, en aposicion a lo que ocurre
en la apoptosis. Cabe resaltar que en los estadios finales de apoptosis se produce
una alteracion en la membrana que produce liberacion de contenido, pero in vivo
no sucede ya que se eliminan los cuerpos apoptoéticos por la accidon de los
macrofagos (Proskuryakov y cols., 2003) y de las células adyacentes.

Entre los agentes que pueden causar necrosis tenemos los factores
extremos, como la temperatura, la ésmosis y el pH, los fenbmenos de isquemia,
los toxicos, y los efectos traumaticos, clasicamente definidos para la necrosis
extrema como oncosis. También producen necrosis otros agentes como por
ejemplo varios virus, protozoos y bacterias, asi como sus toxinas. Los radicales
libres, las citoquinas, los componentes del sistema inmune, asi como los natural
killer activados y macréfagos, también producen necrosis que en ocasiones
responde a una fisiologia normal de los organismos. Este hecho se pone en
evidencia tras observar animales genéticamente modificados, como por ejemplo
los deficientes en caspasa-3 o -9, y que aun asi pierden en el desarrollo fetal la
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médula espinal y las neuronas madre cerebrales (Smith y cols., 1996). También
se observan fendmenos necréticos de tipo fisiologico y con grandes evidencias de
ser programados en la pérdida de las células interdigitales, que se consideraba
como sindnimo de muerte celular programada (Chautan y cols., 1999).

7.1.1. Mediadores extracelulares, y necrosis.

Multitud de moléculas pueden causar necrosis tras la interaccién con las
membranas de las células y sus receptores. Muchas de ellas estan ademas
implicadas en la inflamaciéon y en la infeccién. En la tabla 2 se resumen los
principales ligandos y receptores capaces de inducir muerte por necrosis. Cabe
destacar que la gran mayoria de estas moléculas pueden activar tanto la
apoptosis como la necrosis. La puesta en marcha de un mecanismo u otro
depende del tipo y la intensidad del estimulo, asi como del tipo celular y su
fenotipo bioquimico. La existencia de moléculas que, tras su union especifica con
receptores de membrana, causen necrosis sugiere que la necrosis no es un
proceso pasivo sino que puede estar regulado.

Tabla 2.- Ligandos y receptores capaces de inducir muerte por necrosis

Nombre Observaciones Referencias

IL-1b, TNF—a y IFN-y Citoquinas capaces de
producir bien necrosis o

apoptosis.

(Saldeen, 2000)

Muchas otras toxinas de
microorganismos también.

Endotoxina (Medan y cols., 2002)

Miembros de la familia | TNF, FAS, TRAIL.

del receptor TNF

(Holler y cols., 2000)
(Boone y cols., 2000)

Activacion de receptores
purinérgicos

Mediante aporte de ATP
exdgeno o bacterias.

(Schulze-Lohoff y cols.,
1998; Zaborina y cols.,
2000)

Activacion de subtipos
de receptores glutamato

Factores de

supervivencia

Insulina 'y NGF pueden
causar necrosis

(Noh y cols., 1999;
Hong y cols., 2000)

Activacion de receptores
de glucocorticoides

Puede ser antinecrético o
pronecrético.

(Morita y cols., 1999)
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7.1.2. Iones en la necrosis.

Es bien conocido que cuando se compromete la membrana, la célula pierde
el equilibrio existente entre los iones extracelulares y los intracelulares. El intento
de recuperar los niveles anteriores produce una deplecion de ATP que,
finalmente, provoca un fallo de las bombas i6nicas. Se produce entonces una
sobrecarga de sodio que, unido a la deplecién de ATP, se considera determinante
en el desarrollo necrotico.

Se produce también un aumento del calcio dentro de la célula el cual esta
mediado por canales selectivos y no selectivos para este ion. Se considera que el
calcio es uno de los mas potentes inductores y mediadores de la muerte celular.
El calcio es capaz de activar proteasas, endonucleasas y, ademas, puede
disminuir el potencial de membrana de la mitocondria. Retirando el calcio del
medio, o bloqueando los canales especificos del mismo, se protege a la célula
frente a la muerte por necrosis en la anoxia y en la retirada de los nutrientes
(Yoshioka y cols., 2000).

7.1.3. Radicales libres en la necrosis.

Los radicales libres producidos por los macrofagos, por la xantina oxidasa,
o la mitocondria entre otros pueden producir compuestos que tienen capacidad de
producir necrosis.

El peréxido de nitrégeno se ha utilizado ampliamente como un productor de
necrosis y de apoptosis. La cantidad de glutation se ha relacionado asimismo con
la resistencia de la célula a la muerte por apoptosis o por necrosis (Higuchi,
2004). EI NO se ha visto involucrado en la regulacién de la apoptosis puesto entre
otros mecanismos conocidos puede inhibir la caspasa-3 El NO puede reaccionar
quimicamente con el superdxido, produciendo peroxinitrito, molécula muy reactiva
que puede causar necrosis y que se utiliza experimentalmente como sustituto de
la accion de las citoquinas a las células efectoras.

En la mayoria de los casos los antioxidantes suprimen la muerte celular por
apoptosis o por necrosis producida por radicales libres. Parece que el estrés
oxidativo induce apoptosis cuando las células pueden mantener su capacidad
reductora mientras que la necrosis se dispara cuando la capacidad reductora esta
deteriorada.

7.1.4. MAP quinasas y necrosis.

La ruta de quinasas que por excelencia esta relacionada con la apoptosis
es la de JNK, dependiente de la mitocondria, de la salida de citocromo C y de
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Smac/DIABLO (Aoki y cols., 2002), si bien otros datos la relacionan mas bien con
la aparicion de inflamacién y no con la apoptosis (Nishitai y cols., 2004). Esta
descrita también la relacién de su activacién con la necrosis, como sucede al
observarse una menor muerte por necrosis en las células miogénicas tras la
privacion de energia (Gabai y cols., 2000). Existen también evidencias de la
implicaciéon de p38 en la apoptosis y la necrosis, si bien los resultados son en
ocasiones contradictorios. Se ha descrito asimismo el aumento de la
supervivencia (Park y cols., 2002) pero también aumento de la muerte celular por
su activacion (Porras y cols., 2004). Por ultimo, la activacién de ERK parece
relacionarse con resistencia a la apoptosis celular (Xia y cols., 1995).

En cuanto al papel que desempefian estas rutas de quinasas en la necrosis
parece ser idéntico tanto si se trata de MAP quinasas pro- o anti-apoptéticas
(como JNK'y p38) como si se trata de antiapoptéticas (como ERK).

7.1.5. Mitocondria, Bcl-2 y necrosis.

En la literatura estd bien establecido que la mitocondria juega un papel
fundamental en el destino de la célula durante periodos de estrés. Es el organulo
que genera la fuente principal de ATP de la célula que, en ultimo término, es tan
importante en la necrosis. Por otro lado, la mitocondria es capaz de activar la via
intrinseca de la apoptosis mediante la liberacién de citocromo C, ademas de ser
una de las principales fuentes de radicales libres.

Si los niveles de ATP no son los adecuados, se produce un cambio de
muerte desde la forma apoptdtica a la necrética. Asi, si se afiaden inhibidores de
la cadena de transporte de electrones, se pueden producir necrosis si no existe
capacidad de producir suficiente ATP por otra via (Kabakov y Gabai, 1994). De
cualquier forma deben entrar otros factores en juego, ya que se ha descrito que
también existe necrosis sin deplecion de ATP. En este sentido, la formacion de
radicales libres y la situacion de permeabilidad transitoria de la membrana de la
mitocondria pueden causar salida de calcio y de proteasas que finalmente causen
necrosis. Por ejemplo, si se adicionan inhibidores de la permeabilidad transitoria
de la membrana de la mitocondria se previene in vivo la muerte por necrosis (Di
Lisa y cols., 2001).

Otro de los factores que afectan a la necrosis y la apoptosis es la familia de
Bcl-2 cuya accién antiapoptoética y antinecroética parece consistir en realidad en la
preservacion de la integridad de la membrana de la mitocondria.
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7.1.6. Proteinas de shock térmico, proteasas, nucleasas y fosfolipasas
en la necrosis.

Se han descrito en la bibliografia otras moléculas relacionadas con la
necrosis celular. Se ha estudiado la relacién entre proteinas de shock térmico,
(como la Hsp70 y Hsp27) en la prevencion de la muerte celular suponiéndose que
las MAP quinasas pueden estar implicadas en su accién (Gabai y cols., 2000).

La inhibicion de las caspasas supone en muchos modelos experimentales
la incapacidad de muerte por apoptosis e incluso, en ocasiones, se exacerba la
necrosis. Sin embargo, en la muerte por necrosis la inhibicién de las caspasas
tiene efectos mas diversos y depende de la célula, el estimulo y el ATP. Las
caspasas pueden activar otras proteasas como son la catepsinas, calpaina y serin
proteasas que se relacionan con la ejecucion de la necrosis.

La necrosis se acomparfa también de una degradacion aleatoria de DNA.
La principal nucleasa apoptética es la DNAsa activada por caspasas, mientras
que en la necrosis probablemente estan mas implicadas las DNAsas | y |l que son
caspasa independientes. Se produce también activacion de fosfolipasas,
especialmente la fosfolipasa A2 calcio-dependiente, que en la apoptosis se
destruye por caspasas para prevenir los productos inflamatorios que produce
(Adam-Klages y cols., 1998). Asimismo el bloqueo de la enzima previene la
muerte por necrosis en células MCF-7 inducidas con TNF-a (EI Mahdani y cols.,
2000).

7.2. Apoptosis.

La apoptosis se define como los cambios distintivos morfolégicos y
bioquimicos que conducen a una muerte celular programada. Se trata de una
compleja secuencia de eventos de los cuales algunos son morfolégicamente
identificables (Kerr y cols., 1972). La fase efectora esta caracterizada por la
activaciéon de endonucleasas, transglutaminasa tisular y proteasas celulares,
especialmente caspasas, asi como una disfuncion mitocondrial. Si se alcanza un
punto de no-retorno, se fija el destino de la célula y comienza la fase de
degradacion. En esta fase, se produce una rotura extensiva de los acidos
nucleicos y de las proteinas, de forma que se produce una reestructuracion del
citoesqueleto. La fase de limpieza se caracteriza por una eliminacion en la
mayoria de los tejidos de los cuerpos apoptéticos formados por los macréfagos,
que los fagocitan. Recientemente se ha caracterizado otro tipo de muerte celular
sin fragmentacion nuclear, que se ha denominado paraptosis, que parece ser un
proceso activo y con sintesis de proteinas como ocurre en la apoptosis
(Sperandio y cols., 2000).
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7.2.1. Caspasas y apoptosis.

Las caspasas son una familia de proteasas de cisteina que se relacionan
con la enzima convertidora de interleuquina 1. Son proteinas que permanecen
inactivas en forma de proenzimas y que, cuando son activadas por protedlisis,
seccionan una multitud de substratos celulares especificamente por sus residuos
aspartato (Hengartner, 2000). Se han identificado hasta el momento catorce de
estas proteasas de cisteina, y se han denominado con numeros del uno al catorce
(Thornberry y Lazebnik, 1998). Esta proteasas se consideran las proteinas
ejecutadotas de la apoptosis, ya que la gran mayoria de los cambios morfoldgicos
y bioquimicos se deben a ellas.

Las enzimas se dividen funcionalmente en dos grandes subfamilias. Por un
lado estan las relacionadas con la maduracién de las citoquinas, como la IL-13 y
la IL-18, que promueven funciones proinflamatorias. A este grupo pertenecen la
caspasa-1, la 4 y la 5. Por otro lado, tenemos las caspasas que actuan como
parte de la via apoptética, subdividiéndose en iniciadoras, comola 2,1a8,1a9y la
10, y en efectoras, como la 3, la 6 y la 7 (Thornberry y Lazebnik, 1998). Tras la
activacion por dimerizacion de los mondmeros de las caspasas iniciadoras, éstas
son capaces de ejercer capacidad proteolitica y activan a las caspasas efectoras
que estan predominantemente en el citosol en forma de dimeros (Green, 2003).
Las caspasas efectoras se encargaran de cortar numerosas proteinas del nucleo,
la membrana y el citoplasma de la célula, y de activar DNAsas, que facilitan la
digestion del DNA. Como resultado de todo ello, se produce la condensacion del
nucleo, la fragmentacion del DNA y finalmente, se forman los cuerpos apoptéticos
caracteristicos de este tipo de muerte celular.

Existen dos vias diferenciadas que producen la activacién de las caspasas,
la via extrinseca y la via intrinseca. La via extrinseca se inicia por uniéon de
receptores transmembrana de muerte (como los receptores CD95, el receptor de
TNF-a y el receptor del ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF-a) a
caspasas proximas a la membrana. Se produce una activacion de las mismas
para que, posteriormente, se rompan y se activen las caspasas efectoras. Esta
via puede ser regulada por la proteina inhibidora tipo c-FLICE, que es capaz de
inhibir en el principio de la via a las caspasas activadoras, y también por las
proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) que afectan tanto a las activadoras
como a las efectoras. La via intrinseca requiere de la participacion de la
mitocondria la cual tiene un papel activo en la apoptosis (Bhatia, 2004).

7.2.2. Mitocondria y apoptosis.

La mitocondria juega un papel primordial en la apoptosis. Su importancia se
comenzo a elucidar tras los estudios de Kroemer, que observé la caida del
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potencial de membrana de la misma justo antes del comienzo de la apoptosis
(Zamzami y cols., 1995). Sin el potencial de membrana adecuado, la mitocondria
no puede sintetizar el ATP por fosforilacion oxidativa. Mas tarde, se describié la
liberacion por parte de la mitocondria de citocromo C como un paso inicial de la
apoptosis (Liu y cols., 1996). Hoy se supone que la mitocondria forma parte de la
via intrinseca al liberar, tras perturbarse su membrana, citocromo C y otras
proteinas mitocondriales, como es la proteina Smac/DIABLO (segundo activador
de las caspasas derivado de la mitocondria) y la proteina HirA2 (proteasa A2 con
requerimiento alto de temperatura). El citocromo C actua con el factor de
activaciéon de proteasas apoptoticas (Apaf-1) para inducir la activacion de la
caspasa-9, que inicia la cascada de la apoptosis. Por otro lado, la proteina HtrA y
Smac/DIABLO se deben unir para antagonizar la actividad de las IAPs (Bhatia,
2004).

La liberacién de citocromo C no es un proceso que siempre produzca
apoptosis, de manera que el proceso de decision mitocondrial de activacion de la
apoptosis es mas complejo. Otras proteinas, cambios idnicos e incluso radicales
libres de oxigeno actuan de forma aun poco clara para que finalmente la célula
entre en apoptosis. La activacion de la caspasa-9 por el citocromo C requiere de
la formacién de un complejo denominado apoptosoma, de forma que el citocromo
C liberado se une a monémeros de Apaf-1 en el citosol, induciendo un cambio
conformacional que permite la asociacion estable con el trifosfato de adenosina.
Los mondmeros de Apaf-1 se asamblan en el apoptosoma formando un complejo
heptamérico, que primeramente se une a la procaspasa-9, para luego hidrolizarla
proteoliticamente liberando la caspasa-9 activa. El proceso culmina con la muerte
por apoptosis de la célula (Nicholson y Thornberry, 2003).

Para que se produzca la liberacidn del citocromo C se debe separar la
unién que le ancla a un fosfolipido de cardiolipina en la membrana interior de la
mitocondria. La liberacion parece que responde entre otros factores a la
peroxidacién. Ademas, el citocromo C puede ser nitrosilado en la apoptosis
aumentando su efecto proapoptético (Nicholson y Thornberry, 2003).

La permeabilizacion de la membrana de la mitocondria esta regulada por la
familia de proteinas pro y antiapoptoticas de Bcl-2. Entre las proapoptoticas cabe
destacar a Bax, a Bak y a Bok y, entre las antiapoptéticas, a la propia Bcl-2, a Bcl-
w, a Mcl-1 y a A1. Existe una tercera clase de moléculas implicadas, que tienen
homologia soélo con el dominio BH3 homdlogo con Bcl-2, y que logran activar la
familia proapoptética de la Bcl-2 o inactivar miembros antiapoptéticos. La familia
de proteinas tipo BH3 incluye a Bin, a Bid, a Bad, a Bik, a NNIP3, a Noxa, a Puma
y a Hrk (Huang y Strasser, 2000). Se ha observado que, cantidades pequefias de
péptidos BH3 seleccionados, facilitan la salida de citocromo C de la mitocondria.
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Esta accion se inhibe con Bcl-2 o con Bcl-X. y se reduce con péptidos mutantes
parecidos a los BH3 (Polster y cols., 2001).

Todas estas moléculas actuan conjuntamente, de manera que al final, se
establece una relacion entre las que son proapoptoéticas y las antiapoptéticas que
han salido al citosol. Ademas, las proteinas de la familia Bcl-2 pueden formar
heterodimeros modificando su actividad, pudiendo llegar incluso a neutralizar su
capacidad de modificar la apoptosis. También pueden unirse a miembros del
grupo de proteinas tipo BH3 resultando en multitud de posibilidades y de efectos
(Huang y Strasser, 2000).

Existe gran debate sobre la permeabilidad de la membrana de la
mitocondria, y se habla de permeabilidad mitocondrial transitoria a la apertura de
poros que conduce a la salida de las moléculas pro y antiapoptéticas. Estos poros
se han denominado poros de permeabilidad transitoria de alta conductividad. Los
modelos estructurales de los poros de permeabilidad transitoria estan aun en
debate y se necesitan mas estudios que unifiquen los datos hasta la fecha (Kim y
cols., 2003). En cualquier caso el efecto neto final es el mismo, la salida regulada
de agentes proapoptoticos, la activacion de las caspasas y por ultimo la muerte de
la célula.

En la mayoria de las condiciones, la interaccion entre la via intrinseca y la
via extrinseca es minima, pero existen situaciones en las que no existe
independencia de ambas vias. Por ejemplo, la caspasa-8 puede activar
proteoliticamente a Bid, y activadores de la via intrinseca pueden sensibilizar a la
célula a ligandos que activen la via extrinseca (Bhatia, 2004).

7.3. Necrosis y apoptosis y en la pancreatitis aguda.

Como se ha indicado anteriormente, en la pancreatitis aguda se produce
mortalidad de las células pancreaticas y esta mortalidad se relaciona con la
severidad de la enfermedad. Clasicamente, se ha considerado la necrosis como la
mayor forma de muerte celular en la pancreatitis aguda (Nevalainen y Aho, 1992;
Kloppel y Maillet, 1993), mientras que la apoptosis se ha considerado como la
mediadora de la atrofia del 6rgano (Walker y cols., 1992). Estudiando
detenidamente los modelos experimentales utilizados en el estudio de la
enfermedad se ha descrito que la pancreatitis aguda severa esta asociada a la
necrosis con poco porcentaje de apoptosis, mientras que la pancreatitis aguda
leve esta asociada principalmente con muerte por apoptosis y con un bajo
porcentaje de necrosis (Kaiser y cols., 1995; Gukovskaya y cols., 1996).
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De los pioneros en estudiar la apoptosis y la necrosis en la pancreatitis fue
el grupo del Prof. Pandol, en la Universidad de Los Angeles. Utilizando el modelo
de hiperestimulacion con ceruleina, describio la estimulacién del factor activador
de las plaquetas (PAF), que controla tanto la apoptosis como la quimiotaxis
neutrofilica en el pancreas. Los neutréfilos, una vez reclutados, atacan a las
células acinares transformando la muerte por apoptosis en muerte por necrosis
(Sandoval y cols., 1996). Siguiendo la misma linea, el mismo grupo describi6 la
existencia de receptores de muerte de TNF-a. Las células pancreaticas producen
y liberan dicho receptor y responden muriendo por apoptosis tras la activacién del
mismo (Gukovskaya y cols., 1997). Resultados posteriores han descrito que el
TNF-a en células AR-42J ejerce tanto acciones apoptoticas, via caspasas, como
antiapoptaoticas, via NF-xB y MAP quinasas (Malka y cols., 2000). Se ha descrito
también que la muerte por la ligadura del conducto bilio-pancreatico es
mayoritariamente apoptética y esta regulada por p53 (Scoggins y cols., 2000).

En otros trabajos se ha observado la apertura del poro de permeabilidad
transitoria en ratas estimuladas con ceruleina (Schild y cols., 1999). Ademas, se
ha estudiado el papel de la via intrinseca en la apoptosis de las células acinares,
mostrando que la colecistoquinina estimula la muerte celular por medio de las
caspasas, y promueve la liberacion de citocromo C y la despolarizacion de la
mitocondria (Gukovskaya y cols., 2002a). La disfuncion de la mitocondria se
produce tanto dependiente del poro de permeabilidad transitoria, que libera
citocromo C, como por via independiente del poro, mediante despolarizacion de la
membrana. Las alteraciones de la mitocondria se regulan por caspasas que
actuan a nivel superior como podria ser muy probablemente el caso de la
caspasa-8 (Gukovskaya y cols., 2002a). También se ha descrito a las caspasas
como protectoras frente a la necrosis y a la activacion de la tripsina de manera
que se podria explicar la correlacion entre una mayor apoptosis con una menor
necrosis y, por tanto, con menor severidad de la enfermedad (Gukovskaya y cols.,
2002a).
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[I-Objetivos

El objetivo general de la presente tesis ha sido determinar los mecanismos
responsables de la deplecion de glutatién en el pancreas en la pancreatitis aguda
experimental.

Los objetivos concretos han sido los siguientes:

Estudiar la regulacion de la expresion génica de la y-glutamil cisteina
sintetasa en la pancreatitis aguda necrotica inducida por taurocolato
en ratas.

Determinar el efecto del tratamiento con pentoxifilina y con oxipurinol
sobre la activacién de las protein quinasas activadas por mitégenos
en pancreas y su relacion con la deplecion de GSH en la pancreatitis
aguda inducida por taurocolato en ratas.

Estudiar la deplecién de glutation en la pancreatitis aguda inducida por
ceruleina en ratones deficientes en el gen de TNF-a y en los de sus
receptores TNF-R1y TNF-R2.

Investigar el papel de las proteasas intracelulares en la deplecion de
glutation en las células acinares de pancreas.

Estudiar los efectos de la prevencion de la deplecion de glutation
sobre la muerte celular inducida por taurocolato.
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III-MATERIALES Y
METODOS
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IlI-Materiales y Métodos

1. MATERIALES.

1.1. Animales de experimentacion.

Los animales de experimentacion utilizados para la pancreatitis aguda
necrotica experimental inducida con taurocolato y para la pancreatitis edematosa
inducida con ceruleina fueron ratas Wistar macho jovenes de 250 a 350 g de peso
corporal. Para los estudios con animales knockout, se utilizaron ratones de 25 a
30 gramos de peso corporal.

Los animales se mantuvieron en el animalario de la Unidad Central de
Investigacion de la Facultad de Medicina, bajo condiciones de temperatura (23 +
1°C), humedad relativa (60%) y ciclos de luz /oscuridad (12 /12 h) constantes. Se
alimentaron con una dieta de laboratorio estandar que contenia 590 g de
carbohidratos, 30 g de lipidos, y 160 g de proteinas por kilogramo de dieta, Letica,
Barcelona y agua corriente ad libitum.

La induccion de la pancreatitis con taurocolato y el sacrificio de los
animales se llevé a cabo previa induccion anestésica con ketamina (80 mg/kg) y
acepromacina (2,5 mg/kg) (Pfizer, Suiza) por via intraperioneal. Se utilizé también
pentotal (50 mg/kg) para la realizacion del estudio de los efectos del cotratamiento
con pentotal y pentoxifilina. La manipulacion de los animales y los protocolos de
experimentacion han sido realizados de acuerdo con las normas de
experimentacion animal de la Unién Europea (N.E.A.U.E. 1999).

1.2. Aparatos.

U Balanzas.

Balanza de precision SARTORIUS, modelo TECATOR 6110, con una
sensibilidad de + 0.0001 g. También se ha utilizado una balanza
SARTORIUS modelo PT 1200, con una sensibilidad de + 0.1 g

U Centrifugas.

Para las centrifugaciones a baja velocidad se utiliz6 una centrifuga de la
firma SORVALL, modelo GLC-1. Las centrifugaciones a alta velocidad se
realizaron en wuna centrifuga refrigerada marca HERAEUS, modelo
Sepatech Biofuge 17RS.
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U Espectrofotometro.

Se utilizé un espectrofotometro de la marca KONTRON modelo Uvikon 810
termostatizado.

O Agitador magnético.

Marca Selecta, modelo Agimatic-S.

U pHmetro.

El pHmetro empleado es de la marca CRISON, modelo MicropH 2001, con
un electrodo incorporado INGLOD.

U Bafo termostatizado.

Se utilizé un bafo provisto de agitacién automatica regulable, marca SBS
modelo BT.

U Fluorimetro.

Marca Perkin Elmer, modelo LS 50B.

U Homogeneizador.

Marca IKA-WERK, modelo Janke y Kunkel RW 20 DZH.

U Autoclave.

Marca Selecta, modelo Autester-G.

U Termociclador.

Marca BIORAD, modelo iCycler iQTM Multi-Color, Real-Time PCR
Detection System.

U Equipo de PCR en tiempo real.

Marca Perkin-Elmer, Applied Biosystems modelo ABI GeneAmp 7000
Sequence Detection System

U Sonicador.

Sonicador modelo Vibra-Cell VCX-500 sonicator.

U Cubetas de electroforesis y electrotransferencia

Cubeta de la casa BIORAD, modelo Mini-PROTEAN 3 Cell.
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U Fuente de alimentacion de electroforesis.
Marca SIGMA, modelo PS 250-2, y marca BIO-RAD, modelo 200/2.0 Power
Supply.

U Dispositivo fotografico.

Sistema fotografico marca Polaroid, modelo MP 4+.

O Campana de flujo laminar vertical.

Marca CULTAIR modelo B100.

U Estufa termostatizada de cultivos.

Marca NAPCO modelo 5415IR, CO; System.

U Microscopios.

Microscopio optico NIKON SE.
Microscopio optico invertido ZEISS Modelo ID03.

Microscopio confocal Modelo Leica TCS SP2 con 3 laseres Ar/HeNe/HeNe
que proporcionan 6 lineas: Rojo (HeNe 633nm), Verde (HeNe 543nm), Azul
(Ar 458nm, 476nm, 488nm, 514nm) y un laser ultravioleta con 2 lineas
(8351nm, 364nm). Posee la capacidad de excitacion multifoténica compatible
con laser UV en el mismo sistema. Tiene incorporada una camara de
cultivo acoplada al microscopio confocal, lo cual permite realizar
experimentos in vivo durante largos periodos de tiempo manteniendo una
concentracion de CO2 determinada y una temperatura constante.

Microscopio de Fluorescencia invertido NIKON Diaphot 300.

U Bomba de perfusion.

Bomba de perfusion para la correcta perfusién de taurocolato de la marca
Harvard Instruments Modelo Pump 11
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1.3. Reactivos.

Enzimas

Peroxidasa de rabano, Taq Polimerasa, AMV retrotranscriptasa de
Boehringer Manheim, TTh DNA polimerasa. Glutation-S- transferasa, glutation
reductasa, RNAasa | de SIGMA. Colagenasa de Worthington biochemical corp.,
New Yersey, USA.

Otros reactivos

Oxipurinol (Sigma, St Louis, Miss, USA), pentoxifilina (Robert, Barcelona,
Espafia), pentotal (Vétoquinol, Madrid, Espafia), taurocolato sdédico (Sigma, St
Louis, Miss, USA), coctel de inhibicion de proteasas para tejidos de mamiferos
(Sigma, St Louis, Miss, USA ref. P-8340) e inhibidores de MAP quinasas
(Calbiochem, Alemanina).

El resto de reactivos se obtuvo de los laboratorios: Sigma-Aldrich Quimica
(Espana), Boehringer Manheim S.A. (Alemania), Molecular Probes, Panreac,
Merck Biochemica (Alemania), Gibco BRL Life Technologies (USA) y Calbiochem
(Alemania).
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2. METODOS.

2.1. Modelo experimental de pancreatitis aguda necrética.

2.1.1. Descripcion del modelo.

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

Tras anestesiar al animal, la induccién de la PA se lleva a cabo bajo
estrictas medidas de asepsia (rasurado y pincelado de los animales con povidona
yodada, figura 18) como se describe a continuacién: se practica una laparotomia
media, se eviscera y localiza el duodeno, el cual se punciona en su borde
antimesentérico para canalizar el conducto biliopancreatico con una canula de 0.6
mm de diametro (Clay Adams PE10) (figura 19). Después de clampar dicho
conducto a su salida del higado, para evitar su perfusion (figura 20), se comienza
la perfusion de taurocolato al 3.5% (Sigma, St Louis, Miss, USA) a un ritmo de 0.1
ml/100 g de peso del animal durante un minuto (figura 21) utilizando una bomba
de perfusién (Harvard Instruments, figura 17). Una vez concluida la perfusion, se
retira el clamp y la canula, se reintegran las asas intestinales al interior de la
cavidad abdominal y se cierra la laparotomia con seda de 3/0.

En el grupo de animales tratados con pentoxifilina, ésta se administro
mediante perfusion intravenosa en la vena femoral (figura 22) inmediatamente
después de la induccidn con taurocolato, a una dosis de 12 mg/kg de peso del
animal y a un ritmo de 0.066 ml/min durante 30 min. La solucion de oxipurinol
utilizada fue de 5 mmolar preparada en bicarbonato 100 mM y la administracion
se realizd de la misma manera, por canulacién de la vena femoral izquierda del
animal (figura 22) a un ritmo de 0.066 ml/min durante 30 min, tras lo que se
comprime la vena y se sutura la piel con seda de 3/0. En el grupo control se
administré suero fisioldgico (NaCl al 0,9 %) en la vena femoral a un ritmo de 0,066
ml/min durante 30 min para comparar con el grupo tratado.

107



[lI-Materiales y Métodos

Figura 17.- Induccién de pancrea-
titis con taurocolato: Material

necesario

Figura 19.- Induccién de pancrea-
titis con taurocolato: Canulacion
del conducto biliopancreatico para
la perfusion del taurocolato.

Figura 18.- Induccion de pancrea-
titis con taurocolato: Preparacion
del animal.

Figura 20.- Induccion de pancrea-
titis con taurocolato: Clampaje
proximal del conducto bilio-
pancreatico para evitar el reflujo
de taurocolato hacia el higado.

Figura 21.- Inducciéon de pancrea-
titis con taurocolato: Se observan
areas de necrosis en el pancreas
tras la perfusién con taurocolato.

Figura 22.- Canulacién de la vena
femoral para la administracién de
los tratamientos de oxipurinol y
pentoxifilina
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En el modelo de pancreatitis aguda necrética experimental inducida por
taurocolato, la severidad y la mortalidad dependen de Ila concentracidon
administrada de la sal biliar. Asi, con una concentracion de taurocolato del 3.5%,
la mortalidad es de aproximadamente un 25% en las primeras 72 h, mientras que
con una concentracion del 5% la mortalidad es del 100% (Aho y cols., 1980). El
modelo empleado tiende a producir una PA severa, rapidamente destructiva y con
una elevada mortalidad, con la ventaja de que dicha mortalidad no se debe sélo a
los efectos locales, sino sobre todo a los efectos sistémicos precoces que
provoca, tal y como ocurre en los humanos. Ademas, la homogeneidad de los
resultados obtenidos cuando la perfusion se realiza con bomba de perfusion, lo
convierte en un modelo idoneo para el estudio de los efectos tanto locales como
sistémicos de la PA necrética experimental.

2.1.2. Diseno del estudio de la pancreatitis aguda necrética.

2.1.2.1. Grupos de estudio para conocer la cinética de la deplecion de
glutation, la regulacién de la expresion génica de la y-glutamil
cisteina sintetasa y la activacion de las MAP quinasas en la
pancreatitis aguda experimental necrética.

En esta primera parte del trabajo hemos estudiado la deplecion de glutation
causada por el taurocolato en el pancreas y la regulacién génica que sufre la
y—glutamil cisteina sintetasa, enzima limitante para la sintesis del glutation.
También hemos estudiado la activacion que experimentan las MAP quinasas en la
pancreatitis aguda necroética experimental. Para ello, se han distribuido las ratas
utilizadas en los siguientes grupos:

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

Q Grupo 2: animales sacrificados 30 min tras la induccion de la
pancreatitis aguda.

O Grupo 3: animales sacrificados 1 h tras la induccién de la
pancreatitis aguda.

Q Grupo 4: animales sacrificados 3 h tras la induccién de la
pancreatitis aguda.

Q Grupo 5: animales sacrificados 6 h tras la inducciéon de la
pancreatitis aguda
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Tras el sacrificio de dichos animales, se extrajo el pancreas para determinar
los niveles de glutation, aislar RNA y realizar la técnica de inmunoprecipitacién de
la cromatina. Se incluy6 un sexto grupo de animales sacrificados a las 9 h tras la
induccién de la pancreatitis aguda, para el estudio de los niveles de glutation
tardios.

Se determinaron los niveles de RNA mensajero de la GCS tanto en la
cabeza como en la cola del pancreas y se estudio la unién de la polimerasa tanto
a exones como a los promotores de los genes de la subunidad catalitica y
reguladora de la GCS. Se determind asimismo la unién de factores de
transcripcion a los promotores de la subunidad catalitica y de la subunidad
reguladora utilizando sélo los grupos 1, 3y 5.

Se estudié también la fosforilacién de las tres familias mas importantes de
las MAP quinasas en el pancreas en todos los grupos experimentales.

2.1.2.2. Grupos de estudio para conocer el efecto del tratamiento con
oxipurinol y pentoxifilina sobre la activacién de las MAP quinasas.

Se empled 5 grupos experimentales para el estudio de los efectos de la
inhibicion de la actividad de la xantina oxidasa mediante el uso de oxipurinol, y de
la inhibicion de la produccién de TNF-a mediante la pentoxifilina. Se utilizd 3
animales por grupo. Los animales se sacrificaron a los 30 min de la induccién de
pancreatitis aguda necrotica.

O Grupo 1: Animales anestesiados vy sacrificados que seran
utilizados como control.

Q Grupo 2: pancreatitis aguda necrética + suero fisiologico.

Q Grupo 3: pancreatitis aguda necrética + oxipurinol.

O  Grupo 4: pancreatitis aguda necrética + pentoxifilina.

Q Grupo 5: pancreatitis aguda necrética + oxipurinol + pentoxifilina.
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2.2. Modelo experimental de pancreatitis aguda inducida
por ceruleina.

2.2.1. Descripcion del modelo.

El estudio para la comparacién de la expresion de la GCS con el modelo de
pancreatitis aguda inducida con taurocolato se llevé a cabo utilizando un modelo
en ratas de pancreatitis inducida por dosis supramaximas de un analogo de la
colecistoquinina, la ceruleina. La pancreatitis inducida por ceruleina es reversible
y sin mortalidad, asemejandose a la pancreatitis leve que ocurre en los humanos.

El modelo en ratas utilizado consta de 4 pinchazos intraperitoneales a
intervalos horarios de una solucion de ceruleina en cloruro sédico al 0,9%. La
dosis de cada pinchazo fue de 20 ug/ kg, de forma que se administré un total de
80 ug/ kg a cada rata.

Para el estudio con ratones deficientes de receptores de TNF—a y del
propio TNF-a se utilizé el mismo modelo con pequefas modificaciones. Se
realizaron 7 pinchazos intraperitoneales a intervalos horarios con una dosis de 50
ug/ kg de peso por cada pinchazo. Esta forma necro-hemorragica de pancreatitis
con ceruleina en ratones es mas severa que el modelo de ceruleina en ratas, que
se considera edematoso.

Para optimizar el proceso, se prepara una solucién stock de 1 microgramo
de ceruleina por microlitro de solucion fisiolégica. Esta solucidon stock se puede
congelar para usar posteriormente. De esta solucion stock se prepara una
solucion de trabajo que se debe preparar fresca en cada pinchazo con
concentraciones comodas de manejo.

Figura 23.- Esquema de la induccién de pancreatitis con ceruleina.

Sacrificio
Ratas

tiempo |Oh=1hF=2hm==3h=4hpF=5h==6hm=7h

Ratones ﬁ

Sacrificio
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Se sacrifica el animal una hora después del ultimo pinchazo (figura 23). El
sacrificio de los ratones se realiza por dislocacion cervical y se procede a extraer
el pancreas rapidamente. En el caso de las ratas, el sacrificio se realiza tras
anestesia al animal, tal y como se describe en el apartado 1.1.

2.2.2. Disenio del estudio de la pancreatitis aguda inducida con
ceruleina.

2.2.2.1. Grupos de estudio con ratas para conocer la regulacién génica y
expresion de la GCS.

Se estudiaron los niveles de glutation en ratas inducidas con ceruleina. Se
investigo la unidn de factores de transcripcion a la subunidad catalitica de la GCS,
y mediante qRT-PCR se estudio la expresion de la enzima. Para ello se realizaron
dos grupos experimentales:

Q Grupo 1: ratas tratadas con salino.
O  Grupo 2: ratas tratadas con ceruleina.

Se emplearon 3 animales de cada grupo y tras su sacrificio, se procedioé a
congelar el pancreas mediante la técnica del freeze-clamp almacenando el tejido
hasta su utilizacion a -80 °C.

2.2.2.2. Grupos de estudio con ratones deficientes en el receptor 1 del
TNF-a o en el receptor 2 del TNF-a.

Se ha comparado el glutation pancreatico de ratones wild type con el
glutation del pancreas de ratones deficientes en los receptores del TNF-a tras la
administracion de salino o de ceruleina. Por tanto, los grupos experimentales
fueron:

Q Grupo 1: ratones wild type tratados con salino.

Q  Grupo 2: ratones deficientes en el receptor 1 del TNF-a tratados
con salino.

Q Grupo 3: ratones deficientes en el receptor 2 del TNF-a tratados
con salino.

Q  Grupo 4: ratones wild type tratados con ceruleina.
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Q Grupo 5: ratones deficientes en el receptor 1 del TNF-a tratados
con ceruleina.

O Grupo 6: ratones deficientes en el receptor 2 del TNF-a tratados
con ceruleina.

Se emplearon de 3 a 6 animales por grupo congelando el pancreas
mediante freeze-clamp tras el sacrificio a -80 °C.

2.2.2.3. Grupos de estudio con ratones deficientes en TNF-q.

El estudio es similar al anterior pero se han utilizado ratones deficientes en
el TNF-a. Los grupos fueron los siguientes:

Q Grupo 1: ratones wild type tratados con salino.

O Grupo 2: ratones deficientes en TNF-a tratados con salino.

Q Grupo 3: ratones wild type tratados con ceruleina.

O  Grupo 4: ratones deficientes en TNF-a tratados con ceruleina.

Se han utilizado de 3 a 6 ratones por grupo y tras su sacrificio, se procedio
a congelar el pancreas mediante la técnica del freeze-clamping almacenando el
tejido hasta su utilizacién a -80 °C.

2.3. Aislamiento y cultivo de células acinares de pancreas
de rata.

2.3.1. Fundamento.

La obtencion de acinos pancreaticos frescos se realiza mediante una
digestion del pancreas con colagenasa y agitacion vigorosa. Tras la digestion del
tejido, se realizan lavados para eliminar la colagenasa y por ultimo se cultivan los
acinos aislados en placas petri con un medio adecuado en la estufa de cultivos.
Los acinos pancreaticos comienzan a desdiferenciarse perdiendo su capacidad de
secrecion de enzimas y su morfologia caracteristica con rapidez. Los
experimentos se deben realizar el mismo dia del aislamiento. Para que la
digestion sea correcta se ha de extraer el pancreas de ratas jovenes macho de
aproximadamente 8 semanas.
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2.3.2. Reactivos.

2.3.2.1. Tampo6n de digestion:

Se trata de un tampdn complejo que contiene las sales y los nutrientes
necesarios para evitar la muerte de los acinos pancreaticos y a la vez permita la
lisis de las uniones interacinares con colagenasa. Cabe destacar la inclusién de
inhibidor de tripsina, de gran importancia puesto que puede haber liberacion y
activacion de la misma al medio. La composicidon del tampdn es la siguiente:

a

o OO0 000000000 o

a

a

NaCl: 110 mM
KCI: 55 mM
NaH2PO,: 2 mM
Piruvato: 4 mM
Fumarato: 4 mM
Glutamato: 12 mM
Glucosa: 12 mM
CaCly: 1 mM
MgCly: 1 mM
Inhibidor de tripsina: 0,01 %
HEPES: 25 mM
Glutamina: 0,05 %
Albumina de suero bovino: 0,2 %

Composicion de aminoacidos (1X): preparada a partir de BME
aminoacids solution 50x (Sigma ref. B-6766)

Composicion de vitaminas (1X): preparada a partir de BME vitamins
solution 100x (Sigma ref. B-6891)

Colagenasa 100 unidades/ml

Se preparan también dos tampones iguales al anterior, pero ambos sin

colagenasa.

Uno con albumina de suero bovino al 0,2%, y otro con Albumina de

suero bovino al 4%. Estos tampones ricos en albumina nos permitiran eliminar la
colagenasa del medio para el cultivo posterior.
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2.3.2.2. Medio de cultivo:

Se prepara en campana de flujo laminar afadiendo antibiéticos al medio
comercial 199 medium (Gibco, Invitrogen)

2.3.3. Procedimiento.

Tras el sacrificio del animal, se coloca apoyado sobre su lado derecho para
que nos ofrezca el izquierdo. Tras empapar el pelo con alcohol al 70%, se realiza
laparotomia para extraccion del pancreas. Primero se localizan las uniones al
estbmago y al duodeno, separandolas con ayuda de dos pinzas. Después se
localiza el bazo y estirando de él, se acaba de extraer todo el pancreas.
Rapidamente se coloca sobre una placa petri rellena de parafina que nos servira
de soporte. Se evita la deshidratacion anadiendo 5 ml de la solucion de digestion.
Se desecha la grasa y el mesentérico, asi como posibles nédulos linfaticos. Se
extiende y mediante agujas se pincha para fijarlo, de manera que quede en forma
de lamina estirada. Se recogen los 5 ml de la solucion de digestibn con una
jeringa y con ayuda de una aguja doblada se inyecta la solucion de digestion
dentro del pancreas. Se repite el procedimiento hasta que todo el pancreas esté
uniformemente hinchado, reciclando siempre el liquido a inyectar.

Posteriormente se trocea el pancreas y se coloca en un erlenmeyer
recogiendo todo el liquido posible. Tras saturar con oxigeno, se cierra el
erlenmeyer con tapon de goma y se coloca en un bafo a 37 grados agitando a
maxima potencia. Pasados 15 min se procede al cambio de medio, decantando el
medio utilizado y afiadiendo 5 ml de solucion de digestion nueva. Se repite la
agitacion saturando siempre con oxigeno antes. Al final de los 15 min se cambia
el medio una vez mas para hacer un total de tres agitaciones de 15 min. Por
ultimo, se agita a mano durante 5 min vigorosamente. Si el pancreas no esta bien
digerido se debe realizar un nuevo cambio de medio y dejar 15 min mas agitando.

Tras la digestion con la colagenasa, se aspira la suspension de los acinos
pancreaticos usando dos pipetas de vidrio de 10 ml, primero una con pequefio
orificio de salida y luego otra con orificio de salida mas pequefio aun. Se debe
retirar todas aquellas particulas que no son capaces de atravesar los orificios de
las pipetas puesto que seran restos no digeridos, grasa o restos de vasos
sanguineos, etc.

Una vez concluida la separacion de particulas sin digerir, finaliza el
tratamiento con colagenasa y se debe proceder a la eliminacién de la misma
realizando lavados con alta concentracion de albumina de suero bovino. Para ello,
se recoge con pipeta pasteur el medio con el pancreas digerido y se afiade
lentamente a un tubo que tenga 5 ml de la solucion de albumina de suero bovino
al 4%. Puesto que el pancreas esta digerido en otros 5 ml aproximadamente, el
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volumen total sera de 10 ml y entonces la concentracién final de BSA es de 2%
aproximadamente. Se centrifuga el tubo a 1000 r.p.m. durante 5 segundos para
que precipiten los acinos y se retira el sobrenadante. El precipitado se resuspende
con pipeta pasteur afiadiendo 1 ml de solucién de BSA sin colagenasa de un
segundo tubo que contiene 5 ml de BSA al 4% y 5 ml de BSA al 0, 2% ambos sin
colagenasa. La resuspension de acinos se afade lentamente a este segundo
tubo. Tras otra centrifugacion de 1000 r.p.m. durante 5 segundos se retira el
sobrenadante y el precipitado se vuelve a resuspender con 1 ml de un ultimo tubo
que contiene 5 ml de BSA al 4%. Se anade la resuspension de acinos a este
ultimo tubo lentamente realizando asi el tercer lavado. Se centrifuga de la misma
manera y el precipitado se resuspende con el medio de cultivo 199 medium
(Gibco, Invitrogen), adicionando una solucién de penicilina y estreptomicina con
10000 unidades por mililitro de ambas, para conseguir una concentracion final de
100 unidades de estreptomicina y 100 de penicilina para evitar la contaminacién
(Gibco, Invitrogen).

Tras centrifugar las células en el medio de cultivo a 1000 r.p.m. durante 5
segundos se retira el sobrenadante y se anade la cantidad deseada de medio de
cultivo suplementado con antibiéticos para realizar la siembra.

El medio de cultivo con los acinos pancreaticos se debe resuspender
adecuadamente puesto que los acinos precipitan rapidamente. Para la siembra se
utilizaron placas petri de 60 mm de diametro que corresponden a un area
aproximada de 21 cm? (Corning) y se afiadieron 4 ml de suspension de células
acinares por cada placa. Para una correcta distribucion de los acinos, se reparte
la suspension celular correspondiente a un pancreas en 4 placas de cultivo. Se
preincuban las placas en la estufa a 37 °C y 5% de CO; durante una hora y
media para la estabilizacion de los acinos, estando entonces ya listos para el
experimento.

2.3.4. Diseiio del estudio con células acinares de pancreas de rata.

El glutatiéon reducido se analizd en las células acinares como se detalla en
el apartado 2.6., realizandose 5 condiciones experimentales, incubando las
células en todos los casos durante 30 min.

Q4 Condicion 1: Células acinares pancreaticas control.

O Condicién 2: Células acinares pancreaticas incubadas con taurocolato
al 0,01%.

O Condicién 3: Células acinares pancreaticas incubadas con taurocolato
al 0,01% y PD 98059 (50 uM) como inhibidor de la via
de ERK.
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O Condicién 4: Células acinares pancreaticas incubadas con taurocolato
al 0,01% y SP 600125 (50 uM) como inhibidor de la via
de JNK.

O Condicién 5: Células acinares pancreaticas incubadas con taurocolato

al 0,01% vy el coctel de inhibidores de proteasas para
mamiferos (5 pl/ml).

Cabe aclarar que los inhibidores se afaden 15 min antes de iniciar la
incubacién con el taurocolato y permanecen en el medio de cultivo junto con él.
Una vez finalizada la incubacién, se decanta el medio de cultivo y tras un lavado
con 2 ml de PBS, se afiade 250 ul de PCA al 6% con EDTA 1 mM. Se despegan
las células con un rascador cell scraper (Corning, New York, USA) y se centrifuga
a 15000 g durante 15 min para obtener un sobrenadante donde se medira el GSH
y un precipitado que se resuspendera con NaOH 1M para medir las proteinas
utilizando el mismo volumen que tenia de sobrenadante.

Ademas se estudio la activacion de ERK y JNK durante el proceso de
aislamiento de células acinares mediante técnicas de western blot.

2.4. Cultivos celulares de células AR42].

2.4.1. Fundamento.

En nuestro estudio, empleamos la linea celular AR42J, proveniente de
células de tumor pancreatico exocrino de rata. Al provenir de células acinares, su
organizacion y su capacidad de secrecién se asemeja a los acinos que forman el
pancreas exocrino de una rata. Es la linea celular que mas se acerca in vitro a las
células acinares del pancreas exocrino in vivo.

2.4.2. Condiciones de cultivo.

Las células AR42J se cultivaron segun indicaciones de la AMERICAN
TYPE CELL CULTURE (ATCC).

Se prepara el medio de cultivo en condiciones de esterilidad. Su
composicion es la siguiente:

U Dulbecco’s Modified Eagle Medium con glutamina (GIBCO Lab.
USA), pH 7.4

U Suero bovino fetal 10%

U Estreptomicina 100 pg/ml
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U Penicilina 100 pg/ml
U Fungizona 25 pg/ml

Para un frasco de cultivo de 75 cm? (T75) se prepara un volumen total de
15 ml. Estos frascos son idoneos para el mantenimiento y la produccion de las
células en gran numero.

Una vez preparado el medio de cultivo, se afiaden las células en numero
deseado y se introduce la mezcla en el frasco de cultivo adecuado. Los frascos se
incuban a 37 °C en una estufa incubadora bajo una atmaésfera con 5 % de CO..

El medio de cultivo se renovo de dos a tres veces por semana para las
células de mantenimiento, y al proceder a realizar el experimento, el medio de
cultivo se cambié aproximadamente 12 h antes.

2.4.3. Procedimiento.

Las placas empleadas para la realizacion de incubaciones con el fin de
determinar los niveles de glutation reducido, fueron placas petri de 21 cm?
(Corning, New York). Se prepara un volumen total de 4 ml por placa y se
siembran 500 000 células en total.

Se dejaron crecer las células sembradas hasta alcanzar un 80% - 90% de
confluencia, que corresponde a unos 4 dias tras la siembra, cambiando el medio
12 h antes del experimento como se ha indicado anteriormente. Se procedia a la
incubacion de las células segun las diferentes condiciones experimentales que se
detallan en el siguiente apartado. Tras el periodo de incubacion, las placas se
lavan con 1 ml de PBS en frio, y retirando con precaucion el PBS, se afiaden 250
ul de PCA al 6% EDTA 1mM. Se despegan las células con un rascador cell
scraper (CORNING, New York, USA) y se recogen junto con el medio acido en un
tubo de 1,5 ml. Rapidamente, manteniendo a 4 °C, se centrifuga durante 15 min a
15000 g.

Se recoge y se mide el sobrenadante, donde se encuentra disuelto el GSH.
Se determina el contenido en glutation del sobrenadante como se indica en el
apartado 2.6. utilizando 75 ul de muestra. El precipitado se redisuelve en NaOH
1M calentando durante varias horas a 45 °C utilizando el mismo volumen de sosa
como de sobrenadante se obtuvo tras la centrifugacién. Se mide la cantidad de
proteinas en el precipitado redisuelto en NaOH utilizando una cantidad de 25 ul
como se indica en el apartado 2.5.
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2.4.4. Diseno del estudio con células AR42]J.

Primero se comprobd el nivel intracelular de glutation tras la
descongelacion de las células y los sucesivos pases, para poder llevar a cabo los
demas experimentos. Todas las condiciones se realizaron por duplicado en cada
experimento y al menos se realizaron tres experimentos diferentes de cada
condicion.

2.4.4.1. Incubaciones para conocer el efecto del taurocolato sobre el nivel
de glutation en células AR42J.

Se realizaron estudios de “dosis-respuesta” y “time-course” para conocer el
efecto del taurocolato sobre el glutation intracelular en células AR42J. Para ello,
se ensayaron diferentes concentraciones de taurocolato, desde 0,1 % hasta 0,8 %
y diferentes tiempos de incubacion, desde 15 min hasta 2 h, para encontrar una
dosis y un tiempo de incubacion adecuados que pudiesen producir una deplecion
de glutation importante. Se empled junto con el taurocolato, en otra serie de
experimentos, concentraciones crecientes de glutation monoetil éster (5 mM, 10
mM y 20 mM) para observar el efecto de la reposicidon de los niveles de glutation
en estas células.

2.4.4.2. Incubaciones para conocer el efecto de la inhibicién de las MAP
quinasas sobre el nivel de glutation tras la incubacién con
taurocolato en células AR42]J.

Las células se preincubaron 15 min antes de la adicién de taurocolato con
inhibidores especificos de MAP quinasas, utilizando para la inhibicion de ERK PD
98059 (100 uM) que inhibe a MEK 1/2 que fosforila a ERK, asi como el péptido
inhibidor (20 uM) que bloquea directamente a ERK. Para la inhibicion de JNK se
ha utilizado SP 600125 (100 uM) y para la inhibicion de p38 SB 203580 (100 uM).
Se realizaron dos incubaciones mas combinando por un lado el inhibidor PD
98059 con actinomicina D (5 ug/ml) para comprobar si los efectos observados se
debian a la sintesis de nuevas proteinas y por otro, combinando el inhibidor PD
98059 con SP 600125.

2.44.3. Incubaciones para conocer los efectos de la inhibicion de las
proteasas sobre el nivel de glutation tras la incubacién con
taurocolato en células AR42].

Las células se preincubaron 15 min antes de la adicién de taurocolato con
inhibidores especificos de proteasas, como son la aprotinina (0,4 mM), la
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pepstatina A (7,5 mM disuelta en DMSO con un 10% de &cido acético), la
leupeptina (11 mM), la bestatina (20 mM), el E64 (7 mM) y el AEBSF (0,5 mM
disuelto en DMSO). Se emplearon tanto formando un coctel todos juntos como
individualmente. La monensina (10 uM en etanol), que es un ionéforo que
neutraliza el pH acido necesario para el correcto funcionamiento de las proteasas
lisosomales, y la 3-metiladenina (5mM), que es un inhibidor de la autofagia
celular, se emplearon como inhibidores de proteasas lisosomales.

2.4.4.4. Incubaciones para conocer el papel del calcio, del proteasoma y de
la GGT en la deplecion de glutation tras la incubacién con
taurocolato en células AR42].

Como quelante de calcio se ha utilizando el agente permeable BAPTA-AM
(50 uM). Se empled la lactacistina (10 uM) como inhibidor especifico del
proteasoma. Las células se preincubaron 15 min antes de la adicion de
taurocolato con los inhibidores utilizados excepto para el BAPTA-AM con el que
se utilizé 40 min de preincubacion para deplecionar de calcio a la célula. Como
inhibidor de la GGT se utilizé acivicina (0,25 mM).

2.5. Determinacion de proteinas.

2.5.1. Fundamento.

Empleamos el “Protein Assay Kit” de Sigma-Aldrich Quimica, basado en
una modificacion del método de Lowry (Lowry y cols., 1951). El reactivo de Lowry,
incluido en el kit, contiene dodecilsulfato sodico, que facilita la disolucién de las
proteinas parcialmente insolubles, y tartrato cuprico alcalino, que se une a las
proteinas. El reactivo de Folin, también incluido en el kit, contiene fenol, que al
interaccionar con el tartrato da lugar a un compuesto de color azul.

2.5.2. Procedimiento.

Se afadié una cantidad de muestra comprendida entre 5 y 25 ul y se
completé con agua hasta 1 ml. Para la correcta determinacion de proteinas, se
prepara una recta patron construida con seroalbumina bovina en concentraciones
comprendidas entre 0,01 y 0,1 mg/ml, afadiendo el mismo volumen que el de
muestra y completando con agua de la misma forma. Por ultimo se prepara un
blanco con 1 ml de agua.
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Se afade 1 ml del reactivo de Lowry a cada tubo, se agita en el vortex y
después se incuba 20 min en oscuridad a temperatura ambiente. A continuacién,
se anaden 500 uL del reactivo de Folin, y tras agitar en el vértex, se incuba 30 min
en oscuridad.

La lectura espectrofotométrica se realiza a 660 nm de longitud de onda.

2.5.3. Calculos.

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

2.6. Determinacién de glutation reducido.

2.6.1. Fundamento.

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

GS-T

GSH + CDNB — > GS-DNB + % Cl,

2.6.2. Procedimiento.

En una microcubeta se afiaden los siguientes reactivos:
U 25-100 pl de muestra en PCA 6% EDTA 1 mM.
Q0 10 pl de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 10 mM en etanol al 100%.

U 750-825 ul de tampon fosfato potasico 0,2 M, EDTA 1 mM, pH 7,0
para un volumen final de 860 pl.
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Se realiza rapidamente un autocero (ha de tenerse en cuenta que la
absorbancia de la linea de base debe ser estable) (E1) y la reaccion comienza
afiadiendo 10 ul de una solucion de glutation-S-transferasa 500 U/ml en tampdn
fosfato sodico 0,1 M, EDTA 1 mM, pH 7,4. Esta solucién se dializa previamente
durante 6 h en tampon fosfato cambiando el tampon de dialisis cada 2 h.

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

2.6.3. Calculo.

Para calcular la concentracion de GSH se utiliza el coeficiente de absorcion

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

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

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

Los valores se expresan en nmoles/mg prot.

2.7. Determinacion de la actividad lactato deshidrogenasa.

2.7.1. Fundamento.

La actividad lactato deshidrogenasa (LDH) se valora en el medio de cultivo
que ha estado en contacto con las células. Se determind como parametro de
necrosis celular.

Se utilizé la técnica de Hakala (descrita en Bergmeyer y Bernt, 1974),
basada en la conversion de lactato en piruvato, segun la reaccion:

Lactato + NAD+ —— > Piruvato + NADH + H+
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La reaccion se desplaza hacia la derecha por la presencia en el medio de
NAD+ y lactato en exceso, y se ve favorecida en medio alcalino para asi
neutralizar los protones que se forman. La actividad LDH se determina por el
aumento de absorbancia a 340 nm y a una temperatura de 25° C.

2.7.2. Procedimiento.

La actividad LDH se determin6 como la velocidad maxima ensayada a
concentracion saturante de lactato. La mezcla de ensayo contenia: 1,8 ml de
tampédn glicina 0,2 M, pH 10; 0,1 ml de lactato 0,5 M; 0,1 ml de NAD+ 20 mM. La
reaccion se desencadena por adicion de 100 pl de muestra, registrando el
aumento de absorbancia a 340 nm.

2.7.3. Calculos.

La actividad se expresa en mU/ml, siendo 1 mU la cantidad de enzima que
transforma 1 nmol de sustrato por minuto, a 25°C.

2.8. Western Blot.

2.8.1. Fundamento.

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

Electroforesis.

La electroforesis es un transporte bajo la accion de un campo eléctrico. Se
ha empleado electroforesis en geles verticales con una matriz de poliacrilamida,
que es el que se utiliza mayoritariamente para la separacién de proteinas. Se
realizd lo que se denomina “SDS PAGE” (electroforesis en gel de poliacrilamida
con Dodecil Sulfato Sédico) en condiciones desnaturalizantes. La combinacién
utiizada de reactivos para la desnaturalizacion fue de un detergente
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desnaturalizante (SDS) y un agente reductor (B-mercaptoetanol) que rompe los
puentes disulfuro. La separacién en estas condiciones se produce por el peso
molecular de cada proteina.

Electrotransferencia.

Para la exposicion de las proteinas una vez migradas en el gel de
poliacrilamida a los anticuerpos para la deteccion de las proteinas, se realiza una
electrotransferencia. Se trata de poner el gel migrado en contacto en toda su
longitud con una membrana de nitrocelulosa y crear un campo eléctrico que
empuje a las proteinas a salir del gel. Se quedan pues sobre la membrana y seran
susceptibles de unirse a los anticuerpos especificos deseados.

Inmuno-quimioluminiscencia.

Tras la transferencia se bafia la membrana en una solucién de bloqueo
para impedir las uniones inespecificas de los anticuerpos, y a continuaciéon se
bafia en la solucion que contiene el anticuerpo primario, que se une
especificamente a la proteina que se quiere determinar. Tras unos lavados se
bafna en anticuerpo secundario que se fija al primario y que porta unida una
enzima, la HRP (peroxidasa de rabano). Por ultimo y tras lavados, se incuba la
membrana con peréxido de hidrogeno conjuntamente con un agente comercial
denominado Lumiglo R. Ambos reaccionan con ayuda de la peroxidasa dando
quimioluminiscencia que se puede medir. El anticuerpo secundario se une al
primario, que a su vez se une a la proteina a determinar emitiendo luz.

2.8.2. Condiciones del gel y transferencia.

Se cargaron homogenados cargados de proteina (de 40 a 80 ug) en geles
discontinuos, con una zona de empaquetado (staking) de baja concentracion de
acrilamida y una zona de resolucién (running) de alta concentracién de acrilamida.
El empaquetado tiene un porcentaje de acrilamida menor facilitando la entrada y
la compactacion de las muestras en el gel. La zona de resolucion se compone de
acrilamida al 12% (29:1 acrilamida:bisacrilamida) con un 0,1% de SDS y separa
las proteinas por su peso molecular. El gel se somete a un campo eléctrico de
voltaje constante de 100 voltios durante al menos 2 h en tampoén Tris-Glicina (25
mM Tris, 200 mM Gilicina, 0,1% SDS, pH 8,3).
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Una vez finalizado el desplazamiento electroforético el gel es transferido

(Western Blot) a una membrana de nitrocelulosa (Schelider & Schuel, USA),
mediante electrotransferencia en condiciones humedas por medio del sistema
Mini-protean |l (Bio-Rad, USA).

El proceso se desarrolla durante 1 h, a 4°C y una intensidad constante de

250 mA, en tampdn de transferencia (25 mM Tris, 192 mM Gilicina, Metanol 20%
v/v, pH 8,3).

2.8.3. Visualizacion.

3.-

4.

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

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

Las membranas se incuban el tiempo que determina el anticuerpo
primario empleado (tabla 3) con agitacion orbital en tampdn de anticuerpo
(5% BSA, en TBS-T) y con la correspondiente dilucion de trabajo para el
anticuerpo primario utilizado (tabla 3)

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

Las membranas se incuban 60 min con el anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano, anti-IlgG de conejo preparado en
burro, (Cell Signaling). El anticuerpo se disuelve en tampdn de bloqueo
(1:2000).

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

La membrana se incuba 1 minuto con Lumiglo R y con peroxido de
hidrégeno (Cell Signaling Techology, USA) e inmediatamente se expone
a autorradiografia con films de fotografia (KODAK X-OMAT).
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Tabla 3.- Descripcion de los anticuerpos utilizados para western blotting.

P
Anticuerpo Descripcién Casa . ©s0 Fuente | Dilucién
comercial | molecular
. Detecta p38 fosforilada en Cell .
Anti p-p38™7¢ ~ 1:1
nti p-p38 Tr180 y Tir182 Signaling | ~>8kDa | Conejo | 1:1000

Detecta p44/42 fosforilada en | Cell

Anti p-p44/42MAPK ~/42-44kDa | Conejo |1:1000

Tr202 y Tir204 Signaling
, MAPK Detecta JNK fosforilada en Cell , )
Anti p-JNK Tr183 y Tir185 Signaling ~/46-54kDa | Conejo |1:1000
Anti GCS Detecta la subunidad pesada

Labvision |~73 kDa Conejo | 1:500

(epitopo del aa 295 al 313)

Figura 24.- Esquema de la técnica de western blotting.

DESNATURALIZACION DE LAS PROTEINAS
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2.8.4. Cuantificacion de los resultados.

Las imagenes obtenidas fueron escanedas y mediante el programa
PrestoPage manager de EPSON, almacenadas en formato digital TIF para poder
realizar la densitometria utilizando el software “TotalLab”.

2.9. Aislamiento de RNA.

La extraccion de RNA total de tejido pancreatico se debe realizar utilizando
RNA later (Ambion) cuya funcion es estabilizar el RNA. Se aislan de 5 a 10 mg de
tejido pancreatico y se sumergen inmediatamente en 0.5 ml de solucion RNA
Later. La extraccion total de RNA se lleva a cabo mediante el Kit mini RNA total
extraction (Quiagen) segun las indicaciones del fabricante. El RNA se eluye con
35 ul de agua libre de RNAsas que provee el fabricante. Se aisla una alicuota
para comprobar la integridad y cuantificar el RNA, el resto se congela a - 80 °C
hasta su uso. La concentracion de RNA se estima midiendo la absorbancia a 260
nm y su pureza con el ratio Aso/A2s0. EI RNA se considera puro cuando el ratio es
cercano a 2.

2.10. Retrotranscripciéon-amplificacion del RNA (RT-PCR)

2.10.1. Fundamento.

Para el estudio de la expresién de genes de interés, una vez extraido el
RNA total se realiza una retrotranscripcion para el paso del RNA a DNA.
Posteriormente, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, se amplifica el
DNA utilizando primers especificos.

2.10.2. Retrotranscripciéon del RNA total.

Alicuotas de 2 ug fueron sometidas a retrotranscripcion con la enzima
Superscript 1| RNase H™ (Gibco) utilizando como cebador hexameros aleatorios
(random hexamers, Invitrogen) durante 50 min a 42°C. Para inactivar la enzima se
incuba la muestra durante 15 min a 70°C.

2.10.3. Analisis del RNA total retrotranscrito por PCR cuantitativo.

Las reacciones de PCR cuantitativo en tiempo real de las muestras de
cDNA se realizaron en un termociclador acoplado a fluorescencia ABI GeneAmp
7000 Sequence Detection System, (Perkin-Elmer, Applied Biosystems) usando
como agente fluorescente Syber Green PCR Master Mix (PE Applied Biosystems).
Cada reaccion se llevd a cabo por triplicado y las curvas de fusion se
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construyeron, mediante el programa Dissociation Curves software (Applied
Biosystems), para asegurar que s6lo se amplifica un unico producto de PCR.
Como control de carga se analiza por PCR cuantitativo el gen 18S rRNA. Los
oligonucledtidos utilizados para el gen a estudio se detallan en la tabla 5.

Tabla 4.- Condiciones de amplificacién en la RT-PCR.

1 ciclo: 93 °C durante 10 seg.

40 ciclos: 60 °C durante 1 minuto

95 °C durante 30 seg.

Tabla 5.- Oligonucleétidos especificos utilizados para la RT-PCR.

Nombre Oligonucleétidos up/down

GCS subunidad catalitica 5-CAGGCTCTTTGCACGATAACTTC-3
5 -TGCTCTGGCAGTGTGAATCC-3"

GCS subunidad reguladora 5-CAGGAGTGGGTGCCACTGT-3’
5-TTTGACTTGATGATTCCTCTGCTT-3"

18s rRNA 5-AGTCCCTGCCCTTTGTACACA-3"
5-GATCCGAGGGCCTCACTAAAC-3’

2.11. Inmunoprecipitacion de fragmentos de cromatina
(ChIP):

2.11.1. Fundamento.

El método de inmunoprecipitacion de cromatina empleado es una
adaptaciéon del protocolo descrito por Wells y Farham (2001). Se basa en un
conjunto de técnicas destinadas a detectar la union de diferentes factores de
transcripcion a la cromatina en su estado natural dentro del nucleo. Primero se fija
el tejido con formaldehido, produciendo uniones carbamida entre la cromatina y
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los factores que en ese momento se encuentren unidos a la cromatina. Se aislan
los nucleos y se procede a sonicar el material nuclear. La sonicacion trocea la
cromatina en segmentos de DNA de tamano similar (que conservan unidos los
factores de transcripcion por los enlaces carbamida). Se inmunoprecipitan
mediante anticuerpos especificos los factores de transcripcidn que se quieren
estudiar (arrastrando el DNA al que estén unidos), y utilizando posteriormente en
reacciones de PCR con oligonucledtidos especificos de los genes de interés, se
detecta la presencia o no del gen en el inmunoprecipitado. Si la PCR detecta el
gen a estudiar es porque existia unién del factor de transcripcién correspondiente
a dicho gen como resultado de la activacion génica.

2.11.2. Procedimiento.

2.11.2.1. Preparacion de nticleos en tejido pancreatico de rata.

Para la obtencién de tejido pancreatico de rata se extrae quirurgicamente
exclusivamente la region de la cabeza del pancreas que posee un peso promedio
de 0.5 g. Rapidamente se sumerge en 30 ml de PBS con 1% de formaldehido
durante 10 min con rotaciéon suave a temperatura ambiente. Puesto que un solo
animal no aporta una cantidad suficiente de tejido, se han de utilizar tres pancreas
de rata por cada punto experimental estudiado. La formacion de enlaces
carbamida que produce el formaldehido se detiene por adicion de glicina a una
concentracion final de 0.125 M. Las muestras se lavan dos veces con 10 ml de
PBS vy se resuspenden en 10 ml de PBS suplementado con 2 ul/ml de céctel de
inhibidores de proteasas de mamiferos y de fosfatasas | y Il (Sigma). El tejido se
disgrega en un homogeneizador de hélice (Potter Elvehjem) y la suspensién
obtenida se filtra a través de una membrana de nylon de poro de 500 um a un
tubo falcon y se centrifuga a 3000 rpm durante 5 min. Los sedimentos celulares
son resuspendidos suavemente con pincel en tampén de lisis celular (HEPES
5mM, KCI 85 mM, NP40 0.5%, pH 8.0) suplementado con 2 ul/ml de céctel de
inhibidores de proteasas de mamiferos y de fosfatasas | y Il (Sigma) y se incuban
en hielo durante 15 min. Se centrifugan posteriormente a 5000 rpm durante 5 min
para recoger los nucleos y los precipitados nucleares se resuspenden en 3 ml de
tampon de lisis nuclear (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 1% SDS pH 8.1) y se
almacenan a -20°C en alicuotas hasta su uso.

2.11.2.2. Fragmentacion de la cromatina entrecruzada.

Para obtener los fragmentos de cromatina para la inmunoprecipitacion, los
nucleos lisados se someten a sonicacion (Vibra-Cell VCX-500 sonicator). Cada
muestra fue sonicada con 5 ciclos de 10 segundos a 38% de amplitud con una
sonda de 3 mm, siendo mantenidas en hielo durante 2 min entre ciclos. Los
parametros de sonicacion fueron previamente determinados en un experimento
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similar para obtener tamafios de cromatina con un rango de distribucion desde
400 pb a 800 pb. A continuacion las muestras fueron centrifugadas a 12000 rpm
durante 10 min y transferidas a nuevos tubos hasta eliminar cualquier rastro de
residuos celulares. Una alicuota de 50 ul se separa y se procesa para extraccion y
cuantificacion de DNA, mientras que otra alicuota de 5 ul se separa para la
medida directa de la cromatina por Ag. La muestra restante que contiene los
fragmentos de cromatina solubles, se diluye 10 veces con tampdn de dilucién
(SDS 0.01%, Triton X-100 1.1%, EDTA 1.2 mM, NaCl 167 mM, 2 pl/ml de céctel
de inhibidores de proteasas de mamiferos y de fosfatasas | y Il (Sigma), Tris-HCI
16.7 mM, pH 8.0) y finalmente son congeladas.

2.11.2.3. Cuantificacion del DNA.

La alicuota de 50 ul de cromatina se lleva a 500 pl con TE (EDTA 1mM,
Tris-Cl 10 mM, pH 8), se le afiade 40 pl/ml de RNasa A y se incuba a 65 °C
durante toda la noche o, como minimo, 6 horas. Tras ello, se lleva la muestra a
una concentracioén final de 1% en SDS y 100 pg/ml de proteinasa K. La reaccion
se incuba a 37 °C durante 1 h. EI DNA se extrae una vez con 500 pul de fenol, otra
con 500 ul de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25/24/1) y una final con 500 pl
de cloroformo/alcohol isoamilico (24/1). EI DNA se precipita afiadiendo 2.5
volumenes de etanol absoluto y 1/10 volumenes de acetato sodico 3M, pH 5,2 y
se incuba a -20 °C durante toda la noche. Tras el lavado con etanol 70% y su
secado, el DNA se resuspende en TE pH 8. EI DNA correspondiente a cada
fraccion se disuelve en 400 pul de tampodn TE y su concentracidon se cuantifica en
placa de 96 pocillos por Pico Green DNA gquantification Kit (Molecular probes) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se construye una curva de referencia con concentraciones de 0.5, 1, 2, 5,
10, 25, 50 y 100 pg en un volumen final de 100 ul de A DNA diluido en TE (1 mM
EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 7.5) en cada pocillo. Por otro lado, se afiaden 100 pl
de muestra por triplicado en diluciones de 1/5, 1/25 y 1/125 en TE. Tras ello, 100
ul del fluoréforo del Pico Green (diluido 1/1000 con el mismo tampdn) se afiaden a
cada pocillo y se registra la medida de fluorescencia en un aparato Fuijifilm
FLA3000 utilizando el programa informatico correspondiente Image Gauge V3.12.
La longitud de excitacién se fijo a 480 nm y la de emisién a 520 nm. La curva de
referencia que relaciona la fluorescencia frente a la concentracion de A DNA se
utilizé para calcular la concentracion del DNA. La comparaciéon entre las medidas
de absorbancia a 260 nm (cromatina) y de Pico Green (DNA) indica que existe
una relacion aproximada de 1 unidad de absorbancia por cada 50 ug de DNA.
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2.11.2.4. Inmunoprecipitacion de la cromatina.

Con el objeto de conocer la distribucion de tamarios de los fragmentos de
cromatina, se realiza una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE (Tris.
0,1M, acido bérico 0,1M, EDTA 2 mM, pH 8,3).

Una vez se ha determinado la concentracion y el tamafio correcto del DNA
en la cromatina entrecruzada, las muestran son descongeladas vy
aproximadamente 200 ug de DNA se utilizan para cada inmunoprecipitacion.

Se prepara proteina A+G-sefarosa, que se forma al combinar con
volumenes iguales de proteina A-sefarosa y proteina G-sefarosa, y se bloquea
con 250 pg/ml de ADNA sonicado, BSA 10ug/ml y tRNA 250 ug/ml para saturar
sus sitios inespecificos de uniéon. Con esta proteina A+G-sefarosa se realiza un
bloqueo de los sobrenadantes que contienen los fragmentos de cromatina
solubles obtenidos anteriormente. Para ello, las muestras se incuban a 4°C
durante 4 h con agitacién suave en una plataforma rotatoria y, posteriormente, se
centrifugan a 12000 rpm durante 30 s para eliminar la fraccidn que se pudiera unir
de forma inespecifica a la proteina A+G en las posteriores etapas de la
inmunoprecipitacion.

Los complejos de inmunoprecipitacion son seleccionados mediante la
adicion a los sobrenadantes de 2 ug de los anticuerpos enumerados en la tabla 6.

Tabla 6.- Anticuerpos utilizados en los ensayos de ChIP.

Anticuerpo Casa comercial referencia ug finales
NF«xB Santa Cruz (sc-109) 2
RNApol Il Santa Cruz (sc-899) 2
a-SP1 Santa Cruz (sc-59) 2
c-Myc Santa Cruz (sc-764) 2
c-Jun Santa cruz (sc-45) 2
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Como control negativo de la inmunoprecipitacion se procesa una alicuota
se procesa en paralelo en ausencia de anticuerpo (No Ac), y el sobrenadante de
dicha muestra constituye la fraccibn no-unida a la proteina A+G-sefarosa,
denominada (fraccion Input). Estas muestras se incuban durante toda la noche a
4°C en el sistema rotatorio.

Al dia siguiente, tras la incubacion con el anticuerpo, a todas las muestras
se les afiade 50 pl de proteina A+G-sefarosa, previamente bloqueada como se
comento anteriormente, y se incuba a 4 °C durante 4 h en rotacion. Tras ello todas
las muestras se centrifugan a 12000 rpm durante 1 min y se recoge el sedimento
con las proteinas A+G-sefarosa que contiene la fraccidn anticuerpo-unido (en este
paso se recoge el sobrenadante de la muestra NoAb que corresponde a la
fraccion Input). Se lava durante 5 min en rotacion dos veces con 1 ml de tampdn
de lavado de baja salinidad (Tris-HCI 50mM pH 8.0, NaCl 150 mM, acido
deoxicélico 0.5 %, SDS 0.1%, NP-40 1%, EDTA 1mM), dos veces con tampdn de
alta salinidad (Tris-HCI 50mM pH 8.0, NaCl 500 mM, &cido deoxicolico 0.5 %,
SDS 0.1%, NP-40 1%, EDTA 1mM), dos veces con tampdn de LiCl (Tris-HCI 50
mM pH 8.0, EDTA 1mM, LiCl 250 mM, NP-40 1%, acido deoxicdlico 0.5 %) y
finalmente dos veces con tampon TE pH 8 (Tris 10mM, EDTA 0.25 mM). La
fraccion de cromatina inmunoprecipitada unida a la proteina A+G-sefarosa fue
recogida por tratamiento del inmunocomplejo-proteina A+G sefarosa con un
tampdn de elucidén preparado de forma extemporanea (NaHSO3; 100 mM, SDS
1%). Los fragmentos de cromatina aislados con el anticuerpo se incuban a
continuacion a 65°C durante toda la noche para eliminar el entrecruzamiento entre
los complejos proteicos y el DNA. Al dia siguiente se digieren las muestras con
proteinasa K 1ul/100ul durante 1 h y finalmente el DNA de las fracciones (Input,
inmunoprecipitado (IP) y No ab) se purifica con el PCR purification Kit (Quiagen)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI DNA se eluye con 60 ul de
tampdén de elucion que provee el fabricante (Tris-HClI 15 mM, pH 8,5) y se
almacena a -20 °C hasta su analisis por PCR.

2.11.2.5. Analisis por PCR del DNA inmunoprecipitado.

La amplificacion por PCR se realiza, de acuerdo con las condiciones
descritas en la tabla 7, en un volumen de reaccion de 20 ul con 2 ul de molde de
DNA, 50 pmol de cada oligonucleétido, MgCl, 2 mM, betaina 1,5 My 1 U de Taq
polimerasa en 1X de tampdn de la Taq. Las secuencias de los oligonucledtidos
utilizados en las PCR se representan en la tabla 8.
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Tabla 7.- Condiciones de amplificacion en el ChIP.

1 ciclo: 93 °C durante 4 min

35 ciclos: 93 °C durante 30 segundos
T2 especifica para cada gen
durante 30 segundos
72 °C durante 30 segundos

1 ciclo: 72 °C durante 7 min

Para el analisis de los productos de PCR, 5 ul de cada muestra se mezclan
con 1 ul de tampdn de carga 6X y se carga en un gel de agarosa del 1.8 %. El gel
se migra en un tampon de TBE 0.5X durante el tiempo correspondiente, utilizando
el patron de pesos moleculares P100 ladder (Pharmacia Biotech). El gel se
fotografia en un transiluminador de ultravioleta.

Tabla 8.- Oligonucleétidos especificos utilizados para los ensayos de ChIP.

Nombre

Oligonucledtidos up/down

promotor de la GCS catalitica:

5-TGTAAGCATGAGGCTCCCTCC-3’
5-TTCCTACTTGCGACCCAAGG-3’

promotor de la GCS reguladora:

5- TCGACCAGTTTCAATTCTCTATCC-3’

5-GAGTATTTGGGCTTCCTGACATT-3’

2.12. RNApol-ChlIP.

Se ha desarrollado en nuestro laboratorio un nuevo procedimiento variante
del de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlIP) (Sandoval y cols., 2004). La
técnica RNApol-ChIP es una nueva aproximacion al analisis de la transcripcion
geénica, que consiste en la deteccion de la presencia de la RNApol Il en la regién
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codificante de los genes a estudios, tanto en tejido como en cultivos celulares. El
método utiliza la técnica ChIP con un anticuerpo frente a la RNApol II, con la
novedad de que el anadlisis por PCR semicuantitativo del inmunoprecipitado debe
llevarse a cabo con oligonucledtidos que amplifican la regién transcribible. Hay
que tener en consideracién que la region amplificada esté mas de 1000 pb situado
en la region 3 del inicio de transcripcion con el objeto de evitar la
inmunoseleccion de RNApol Il no elongante y pausada en el promotor de algunos
genes a estudio. Esta técnica permite estimar la tasa de transcripcidén en tiempo
real eliminando algunos de los inconvenientes de la deteccion de mRNA, como
medida de expresion génica, por técnica clasicas como RT-PCR o Northern blot.

Los oligonucleotidos utilizados en este apartado se enumeran en la tabla 9.

Tabla 9.- Oligonucleétidos especificos utilizados para los ensayos de RNApol-
ChIP.

Nombre Oligonucleétidos up/downn

GCS catalitica: 5-TGGATTCACACTGCCAGAGC -3’
intrén 1, entre 459y 737 pb 5"-CACCTGAAGACAGCAGTTGC -3’
GCS reguladora: 5- TCCAGGACAACCAGAGCGAC-3’
intrén 1, entre 1052 y 1236 pb 5-AGTCTGGGTATTAGGAGTCCACC-3’

2.13. Estudios mediante microscopia confocal.

2.13.1. Fundamento.

La microscopia confocal se encuentra englobada dentro de la microscopia
Optica, concretamente de la microscopia de fluorescencia. Se caracteriza por: 1)
la utilizacion de una fuente de iluminacion focalizada en un solo punto de la
muestra, un laser; de manera que la imagen final de la muestra se obtiene tras
sucesivos barridos de la misma. 2) La accesibilidad de la radiacion emitida al
fotodetector esta limitada por un diafragma (pinhole), el cual permite la exclusion
de la radiacion emitida por los puntos de la muestra que no se encuentran en el
plano focal. Ademas, la utilizaciéon de un software adecuado permite mejorar la
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calidad de la imagen por disminucién de la sensibilidad de los fotodetectores a
intensidades bajas de fluorescencia, con lo que se reduce el ruido de fondo.

La combinacion de la captacion de imagenes en el plano focal con el
software permite la utilizacion del microscopio confocal como un “microtomo
optico”, lo cual posibilita la obtencién de secciones opticas de la muestra, base
para la obtencidn de imagenes en tres dimensiones.

La utilizacién de flurocromos especificos vitales permite el estudio de
células vivas obteniendo una informacion cuantitativa y de localizacion de las
moléculas de interés, asi como conocer el estado celular en que se encuentran la
células. Para la deteccién de células que han perdido la integridad de la
membrana y que por tanto se consideran muertas por necrosis, se empleo el
fluorocromo ioduro de propidio (Sigma), que se intercala en el DNA (y también al
RNA) sin apenas diferenciar entre nucleétidos, con una estequiometria de un
fluorocromo por cada 4--5 pares de bases. Tifie por tanto el nucleo aumentando
su fluorescencia unas 20 veces una vez unido al DNA. Absorbe a 535 y emite a
617 nm. Para diferenciar las células vivas normales de las apoptdéticas se ha
empleado la anexina V conjugada con Alexa fluor 488 (Invitrogen) que le da una
absorcion de 495 y una emisién de 519. La anexina V tiene capacidad para unirse
especificamente a la fosfatidil serina, un fosfolipido que en condiciones normales
se encuentra en la cara interna de la membrana, pero que se externaliza cuando
la célula entra en apoptosis (van Engeland y cols., 1998). La anexina no es capaz
de atravesar la membrana cuando ésta mantiene su integridad, por lo que se
detecta solamente la fosfatidil serina que se ha externalizado en las células
apoptéticas. Si la célula pierde su integridad, la anexina V se une también a la
fosfatidil serina que esta en la cara interna de la membrana, por lo que se utiliza
junto con el ioduro de propidio para diferenciar las células apoptoticas tempranas
de aquellas necréticas con membrana permeable.

Por ultimo, para la deteccion del glutation mediante el microscopio confocal,
se ha utilizado el fluorocromo monoclorobimano (Invitrogen). Este fluorocromo,
que apenas tiene fluorescencia si no esta unido al glutation, se une
especificamente al GSH por medio de la glutation S transferasa presentando un
maximo de absorcion a 394 y un maximo de emisién a 490 (Fernandez-Checa y
Kaplowitz, 1990).
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2.13.2. Procedimiento y diseiio del estudio.

2.13.2.1. Estudio de los niveles de glutation en acinos pancreaticos.

Se realizaron estudios de microscopia confocal utilizando placas
especificas denominadas Lab-Tek de 4 pocillos de 1,5 cm? (Nunc, Wiesbaden,
Alemania). Las células obtenidas de un pancreas de rata se resuspenden en 16
ml de medio de cultivo, y se afiaden a cada pocillo 285 ul de dicha suspensién de
las placas Lab-Tek. Como fluorocromo se utiliz6 el monoclorobimano 3 uM,
preincubando 15 min antes de captar imagenes. El monoclorobimano se afade
de una solucion stock 50 mM en etanol absoluto. Las condiciones experimentales
fueron:

U Acinos pancreaticos control.
U Acinos pancreaticos incubados con taurocolato 0,01% durante 30 min.

O Acinos pancreaticos incubados con taurocolato 0,01% durante 30 min
y preincubados 15 min antes con PD 98059 como inhibidor de la via
de ERK.

Se captaron imagenes tomando diversos campos al azar y se cuantifico el
plano de maxima fluorescencia de 100 células por condiciéon en 3 experimentos
diferentes.

2.13.2.2. Estudio de los niveles de glutation y del tipo de mortalidad
celular en células AR42].

Las células AR42J se cultivaron segun se detalla en el apartado 2.4. Se
utilizaron placas de cultivo Lab-Tek (Nunc, Wiesbaden, Alemania) al igual que con
los acinos pancreaticos. Para realizar el experimento con suficiente numero de
células, se siembran 35000 células en cada pocillo con 0,5 ml de medio de cultivo
y se espera a obtener un porcentaje de confluencia de 80-90%, cambiando el
medio el dia anterior al experimento.

Para la preparacion de los fluorocromos, se prepara una solucién stock de
ioduro de propidio en tampon fosfato a una concentracién de 1 mg/ml. De esta
solucién se anade un microlitro para la tincién de las células en 0,5 ml de medio
de cultivo. Para la tincion con anexina, se afnaden 3,3 ul de Annexin V Alexa Fluor
488® (Molecular Probes — Invitrogen num. cat. A13201) por cada 100 pl de medio
de cultivo.
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Se han realizado tres condiciones experimentales con células AR42J,
utilizando en ellas la anexina V, el ioduro de propidio y el monoclorobimano. Las
condiciones son los siguientes:

Q Control
O  Incubacion con taurocolato 0,5% incubado durante 1h.

O Incubacion con taurocolato 0,5% 1h + inhibidor de proteasas AEBSF
0,5mM

La obtencion de imagenes se realizé en una atmésfera con 5% de CO; y
una temperatura de 37 °C. Se afaden los fluorocromos 15 min antes de la
captacion de imagenes para una correcta tincion. Los inhibidores se afaden 15
min antes de la adicidn de taurocolato.

Se realizaron experimentos en placas de 21 cm? para obtener muestra del
sobrenadante de las tres condiciones de estudio para medir la actividad LDH en el
medio de cultivo como medida de mortalidad celular, y se estudio la cantidad de
proteina que queda en placa tras la incubacién con el taurocolato.

2.14. Analisis estadistico.

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar, con el
numero de experimentos representado entre paréntesis. El analisis estadistico se
lleva a cabo en dos pasos. En primer lugar, la media de los diferentes grupos se
compara utilizando el analisis de la varianza. Cuando la comparacién global entre
grupos es significativa, la diferencia entre grupos individuales se determina
aplicando la prueba de Tukey, considerando que las diferencias son significativas
para una p<0.05 e indicando aquellos analisis que den como resultado una
p<0,01.
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1. EVOLUCION DE LOS NIVELES DE GLUTATION
REDUCIDO EN PANCREAS EN EL CURSO DE LA
PANCREATITIS AGUDA NECROTICA.

Utilizando el método de Brigelius y cols. (Brigelius y cols., 1983) descrito
anteriormente en el correspondiente apartado de material y métodos, hemos
estudiado las variaciones de los niveles de glutation reducido que sufre el
pancreas con el tiempo tras la induccidn de pancreatitis aguda experimental
mediante perfusion retrograda de taurocolato al 3,5%.

La figura 25 muestra los niveles de glutation reducido (GSH) en
homogenado de pancreas obtenido de ratas sacrificadas a 0.5, 1, 3,6 y 9 h tras la
inducciéon de pancreatitis aguda necrética. El glutation sufre una deplecion
marcada que puede apreciarse desde la media hora tras la inducciéon de
pancreatitis. Los niveles de GCS disminuyen rapidamente desde 1,6 + 0,3
umoles/g de tejido en condiciones basales hasta 0,73 + 0,17 umoles/g de tejido y
se mantienen bajos hasta al menos 9 h después de la induccion de la pancreatitis
aguda experimental.
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Figura 25.- Evolucion de los niveles de glutatién reducido (GSH) en pancreas
tras la induccién de pancreatitis aguda por taurocolato. El niimero de experimentos
fue de 3 a 6 en cada punto. Las diferencias significativas se muestran como: *p<0,05 vs control,

**p<0,01 vs control.
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2. ESTUDIO DEL PAPEL DE LA y-GLUTAMIL CISTEINA
SINTETASA EN LA PANCREATITIS AGUDA
EXPERIMENTAL NECROTICA.

2.1. Expresion de la y-glutamil cisteina sintetasa en la
pancreatitis aguda necroética.

La y-glutamil cisteina sintetasa (GCS), enzima limitante de la sintesis de
glutation, esta formada por dos subunidades, una subunidad grande o catalitica y
una subunidad pequefia o reguladora. Mediante RT-PCR cuantitativa
determinamos los niveles de mRNA tanto de la subunidad reguladora como de la
catalitica en la cabeza y en la cola del pancreas. La figura 26A muestra los niveles
de mRNA mensajero en la cabeza y en la cola del pancreas de la subunidad
catalitica de la GCS.

Como se observa en la figura, se produce un aumento de expresién tardio
y no muy acusado solo a las 6 h de induccidén con respecto al control. La figura
26B y la figura 26C muestran la curva de fusion (que informa de la existencia de
un unico fragmento de PCR amplificado) y la variacidon de la fluorescencia frente
al numero de ciclos de amplificacion en la RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR).

Cabeza Cola

*%

3,5 1 ok

aumento vs. control
N
I

0 0,5 1 3 6 0 0,5 1 3 6

Tiempo (horas)

Figura 26A.- RT-PCR del gen de la subunidad catalitica de la y-glutamil cisteina
sintetasa (GCS) en la cabeza y en la cola del pancreas. Los valores se expresan como

ndmero de aumentos de expresiéon con respecto a 0 h. El nimero de experimentos fue de 3. Las
diferencias significativas se muestran como **p<0,01 vs. 0 h.
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Figura 26C.- Curva de fusion de los
fragmentos amplificados en la RT-
PCR de la GCS.

de la GCS.

La expresion de la subunidad reguladora, analizada medida mediante qRT-
PCR, aumenta levemente y de forma tardia en la cabeza del pancreas alas 6 h
tras induccién como ocurria con la subunidad catalitica de la GCS (figura 27A). En
el caso de la cola del pancreas no se aprecian valores significativamente
diferentes en ningun de los tiempos elegidos tras la induccidén de la pancreatitis.
En la figura 27B y en la figura 27C se muestra el punto de corte y la curva de
fusion de la gRT-PCR.
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Figura 27A.- RT-PCR del gen de la subunidad reguladora de la GCS en la

cabeza y la cola del pancreas. Los valores se expresan como ntimero de aumentos de

expresiéon con respecto al control. Las diferencias significativas se muestran como *p<0,01 vs.

control. El nimero de experimentos fue de 3.
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2.2. Union de la ARN polimerasa a la regién codificante del
gen de la y-glutamil cisteina sintetasa en cabeza del
pancreas en la pancreatitis aguda necrética.

Utilizando la técnica de la inmunoprecipitacién de la cromatina (ChlIP) y
anticuerpos especificos contra la ARN polimerasa |l se puede detectar la actividad
transcripcional en tiempo real mediante la unién de la misma a las regiones
codificantes de los genes de interés. Para conocer las regiones en las que esta
unida la ARN polimerasa |l se utilizan técnicas de PCR con primers especificos
frente a dichas regiones. En la figura 28A podemos observar la union de la ARN
polimerasa Il al intron 1 de la subunidad catalitica de la GCS. La union de la ARN
polimerasa Il al intrén 1 de la subunidad reguladora se presenta en la figura 28B.
En ambos casos se observa un aumento de la union de la enzima a este gen, con
un maximo tras una hora de induccidn de la pancreatitis aguda. Después, la union
de la ARN polimerasa Il decrece hasta hacerse casi indetectable a las 6 h tras el
inicio de la pancreatitis aguda.

Oh

0,5h
Figura 28A.- PCR con primers especificos
1h del exdon de la subunidad catalitica de la
GCS de inmunoprecipitados obtenidos

2h utilizando anticuerpos contra la ARN

3h polimerasa II. Input indica PCRs de material
nuclear sin inmunoprecipitar y No Ac indica PCRs del

6 h proceso de inmunoprecipitacion sin utilizar ningtn
anticuerpo.
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N

Figura 28B.- PCR con primers especificos del
exon de la subunidad reguladora de la GCS de
inmunoprecipitados  obtenidos  utilizando

anticuerpos contra la ARN polimerasa II. Input
indica PCRs de material nuclear sin inmuprecitar y No Ac
indica las PCR del proceso de inmunoprecipitaciéon sin
utilizar ningtn anticuerpo.

2.3. Unidn de factores de transcripcion a los promotores de
la y-glutamil cisteina sintetasa en la pancreatitis aguda
necrotica.

La unidn de factores de transcripcion a los promotores de los genes de la
GCS se analiz6 en el pancreas mediante la técnica de inmunoprecipitacion de la
cromatina. En la figura 29A se puede muestra la unién de los factores de
transcripcion estudiados al promotor del gen de la subunidad catalitica en ratas
controles, en ratas sacrificadas a 1 h y a las 6 h de la induccién de la pancreatitis
aguda necrotica. En estos ensayos se han elegido anticuerpos frente a factores
implicados en el desarrollo del proceso inflamatorio como NF-«B, SP-1, c-Jun o c-
Myc y la union de la ARN Polimerasa en el promotor del gen. Como se observa
en la figura, se produce una limitada unién a la hora tanto de NF-xB como de c-
Jun y c-Myc, mas intensa de SP-1 y muy significativa e intensa de la ARN Pol II.
A las 6 h se produce un aumento en la unién de c-Myc a la vez que se reduce la
union de la ARN Polimerasa Il.
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Figura 29A.- Unién de factores transcripcionales al promotor del gen de la
subunidad catalitica de la GCS. Los carriles Input 1/20 y 1/100 son controles positivos a las

diluciones expresadas y el carril no anticuerpo (No Ac) es un control negativo de la

inmunoprecipitacion.

Por su parte, la unién de los factores de transcripcion al promotor de la
subunidad reguladora se muestra en la figura 29B. Se observa una union basal de
NF-xB, de c-Jun, de c-Myc y de la ARN Pol Il en el promotor del gen,
manteniéndose la unidon de estos ultimos complejos tras 1 h de induccion. A las 6
h se puede destacar la intensa union del factor c-Myc y una unién menor de NF-
kB y de la ARN Pol Il.
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Figura 29B.- Unién de factores transcripcionales al promotor del gen de la
subunidad reguladora de la GCS. Los carriles Input 1/20 y 1/100 son controles positivos a

las diluciones expresadas y el carril no anticuerpo (No Ac) es un control negativo de la
inmunoprecipitacion.
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2.4. Expresion de la proteina de la y-glutamil cisteina
sintetasa en pancreas en el curso de la pancreatitis
aguda necrotica.

El Western blot de la subunidad catalitica de la GCS muestra pocos
cambios en el nivel de la proteina en pancreas durante el desarrollo de la
pancreatitis (figura 30A y 30B). Se puede observar tan solo una ligera disminucion
de alrededor de un 20% de la cantidad de GCS tras induccién de la pancreatitis
con respecto al control. Esta tendencia no parece ser significativa en el desarrollo

de la pancreatitis como se aprecia en la densitometria del Western blot que
presenta la figura 30B.

PRy, s S o, coeet® g ] 3K [)

Oh 05h 1h 3h 6h

Figura 30A.- Niveles de la proteina GCS en pancreas durante la pancreatitis

aguda. Se muestra un Western blot representativo de la subunidad catalitica de la GCS en
péancreas tras 0, 0.5, 1, 3 y 6 h de induccién de la pancreatitis necrética. Se ha utilizado un

anticuerpo especifico de la subunidad catalitica de la GCS cuyo tamafio se muestra a la derecha de

la figura.
120 -

100 | -
80 - T T I T
60 -

40 -

porcentaje vs. O h

20

0

Oh 0,5h 1h 3h 6h

Tiempo

Figura 30B.- Densitometria de los western blots de la GCS. Las barras de error

corresponden a la dispersion de tres experimentos independientes.
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3. NIVELES DE GLUTATION REDUCIDO EN PANCREAS
EN LA PANCREATITIS AGUDA EDEMATOSA EN
RATAS.

El estudio de los niveles de glutation reducido en pancreas de ratas
inducidas con ceruleina muestra una deplecion severa como se puede observar
en la figura 31. EIl GSH cae dramaticamente como sucede en la pancreatitis
aguda experimental inducida con taurocolato, alcanzando el 16,5% del valor
normal de GSH en ratas control.

*%*

.
P 1

control ceruleina

GSH (umol/g tejido)
N

Figura 31.- Niveles de glutation reducido (GSH) en pancreas tras la induccion de

pancreatitis aguda por ceruleina en ratas. El numero de experimentos fue de 3 a 6 en cada

punto. Las diferencias significativas se muestran como **p<0,01 vs. control.
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4. ESTUDIO DEL PAPEL DE LA y-GLUTAMIL CISTEINA
SINTETASA EN LA PANCREATITIS AGUDA
EXPERIMENTAL EDEMATOSA.

4.1. Expresion de la y-glutamil cisteina sintetasa en la
pancreatitis aguda edematosa.

Mediante RT-PCR cuantitativa hemos determinado la expresion de la
subunidad catalitica en pancreas de ratas control y con pancreatitis aguda
inducida con ceruleina. Los valores sufren un marcado aumento en las ratas con
pancreatitis aguda respecto a las ratas control, como se puede observar en la
figura 32. En la pancreatitis aguda inducida con taurocolato se producia una
expresion tardia y poco acusada (figura 26). Por tanto, en la pancreatitis
edematosa la enzima se expresa de forma rapida y eficaz, mientras que en la
pancreatitis necrética no.
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Figura 32.- RT-PCR del gen de la subunidad catalitica de la GCS en la cabeza

del pancreas. Los valores se expresan como nimero de aumentos de expresién con respecto al
control. (**p<0,01 vs control). El nimero de experimentos fue de 3.

150



IV-Resultados

4.3. Union de factores de transcripcion al promotor de la

subunidad catalitica de la y-glutamil cisteina sintetasa.

Hemos estudiado, mediante la técnica de ChIP, la unién de los factores de
trancripcion NF-xB, SP-1 y c-Myc al promotor de la GCS. Se produce unién de los
tres factores de transcripcion al promotor del gen en pancreas de ratas inducidas
con ceruleina. Esta union de factores de transcripcion se ve acompanada por la
presencia de la RNA pol Il en el promotor como se puede observar en la figura 33.

Ceruleina

Figura 33.- Unién de factores transcripcionales al promotor del gen de la
subunidad catalitica de la GCS. El carril Input es un control positivo y el carril no

anticuerpo (NoAc) es un control negativo de la inmunoprecipitacion.
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5. FOSFORILACION DE LAS MAP QUINASAS EN LA
PANCREATITIS AGUDA EXPERIMENTAL NECROTICA.

5.1. Evolucion de la fosforilacion de ERK en pancreas
durante la pancreatitis aguda necrética.

La fosforilacion de las MAP quinasas se ha medido como un indice de su
activacion mediante la técnica de Western blot, utilizando anticuerpos especificos
que reconocen la forma bifosforilada de las MAP quinasas. En la figura 34A se
presenta un gel representativo que muestra la fosforilacion de ERK 1/2 en el
pancreas durante la induccidén de la pancreatitis aguda. Las figuras 34B y 34C
presentan el valor medio de la densitometria de tres experimentos independientes
al mostrado en la figura 34A, y las barras de error correspondientes, de la
evolucion de la fosforilacién de ERK 1 y ERK 2 respectivamente. En ambos casos
tanto ERK 1 como ERK2 presentan valores significativamente elevados entre 0.5
y 3 h de de la induccion de la pancreatitis aguda con taurocolato. En la figura 34C
se presenta la densitometria de la banda de ERK 2, observandose una
fosforilacion similar. Se produce pues una fuerte fosforilacion de ERK 1/2 tras la
induccién de la pancreatitis aguda en el pancreas. Esta fosforilacién es rapida,
produciéndose un pico a la media hora de la induccion y progresivamente
después un descenso en la fosforilacion alcanzando valores proximos al control a
las 6 h del desarrollo de la pancreatitis aguda inducida con taurocolato.
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Figura 34A.- Evolucion de la fosforilacion de ERK 1 y ERK 2 en pancreas

durante la pancreatitis aguda. Se muestra un Western blot representativo de las formas
fosforiladas de ERK1 y ERK2 en pancreas a 0, 0.5, 1, 3 y 6 h tras induccién con taurocolato. La
banda superior corresponde a ERK 1 (p44) y la banda inferior a ERK 2 (p42).
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Figura 34B.- Densitometria de la fosforilacién de ERK 1 (p44) en pancreas

durante la pancreatitis aguda. Los valores se expresan en porcentaje medio respecto al

control sin taurocolato y las barras de error a la dispersion de 3 experimentos independientes. Las
diferencias significativas se muestran como **p<0,01 vs. control.
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Figura 34C.- Densitometria de la fosforilacion de ERK 2 (p42) en pancreas

durante la pancreatitis aguda. Los valores se expresan en porcentaje medio respecto al

control sin taurocolato y las barras de error de 3 experimentos independientes. Las diferencias
significativas se muestran como **p<0,01 vs. control.
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5.2. Evolucion de la fosforilacion de JNK en pancreas
durante la pancreatitis aguda necrética.

En la figura 35A se muestra un gel representativo de la evolucion de la
fosforilacion de JNK en el pancreas tras la pancreatitis inducida por taurocolato.
Las figuras 35B y 35C presentan el valor medio y la dispersion de las
densitometrias de la fosforilacion de JNK a 0, 0.5, 1, 3 y 6h post-induccién de tres
experimentos independientes. Se puede destacar que, a diferencia a como
ocurria con ERK 1/2, la quinasa JNK apenas posee una fosforilacion basal en el
pancreas antes de la induccion. Tras aplicar el taurocolato, se produce un gran
incremento de la fosforilacion de JNK durante la induccion de la pancreatitis
aguda (figura 35A). La fosforilacion que sufre JNK es muy rapida, al igual que
sucede con ERK 1/2, produciéndose un maximo a la media hora de la induccion y
disminuyendo progresivamente la fosforilacion hasta alcanzar valores similares a
los controles a las 6 h de inducion.

= — e

Figura 35A.- Evolucion de la fosforilacion de JNK en pancreas durante la
pancreatitis aguda. Se muestra un Western blot representativo de las formas fosforiladas de

JNK en pancreas 0, 0.5, 1, 3 y 6 h tras induccién con taurocolato. La banda superior corresponde a
JNK1 (p54) y la inferior a JNK 2 (p46).
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Figura 35B.- Densitometria de la fosforilacion de JNK 1 (p54) en pancreas

durante la pancreatitis aguda. Los valores se expresan en porcentaje medio respecto al

control sin taurocolato vy las barras de error de 3 experimentos independientes. Las diferencias
significativas se muestran como **p<0,01 vs. control.
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Figura 35C.- Densitometria de la fosforilacion de JNK 2 (p46) en pancreas
durante la pancreatitis aguda. Los valores se expresan en porcentaje medio respecto al

control sin taurocolato y las barras de error de 3 experimentos independientes. Las diferencias
significativas se muestran como **p<0,01 vs. control.
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5.3. Evolucion de la fosforilacion de p38 en pancreas
durante la pancreatitis aguda necrética.

La figura 36A presenta un gel representativo de la fosforilacién de p38 en el
pancreas a 0, 0.5, 1, 3, y 6h después de la induccion de pancreatitis aguda por
taurocolato. La Figura 36B el valor medio y la dispersién las densitometrias de la
fosforilaciéon de p38 a 0, 0.5, 1, 3 y 6 h post-induccion de tres experimentos
independientes. Las densitometrias de la fosforilacion de p38 muestran valores
significativamente elevados a los 30 min y a 1 h tras la induccidn de la pancreatitis
aguda con taurocolato. De manera similar a como ocurria con la quinasa JNK,
tras la induccion de la pancreatitis en el pancreas se produce una intensa
fosforilacién de p38, fosforilacion que desciende de manera progresiva a tiempos
posteriores. Se puede también destacar que los valores basales de fosforilacion
de p38, en paralelo con los resultados con ERK1/2 o JNK, son apenas
detectables.
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Figura 36A.- Evolucién de la fosforilacion de p38 en pancreas durante la

pancreatitis aguda. Se muestra un Western blot representativo de p38 fosforilado en pancreas
0,0.5,1,3y 6 h después de inducir la pancreatitis aguda.
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Figura 36B.- Densitometria de la cinética de la fosforilacion de p38 en pancreas

durante la pancreatitis aguda. Los valores se expresan en porcentaje medio respecto al

control sin taurocolato y

las barras de error de 3 experimentos independientes. Las diferencias

significativas se muestran como **p<0,01 vs. control.
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6. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PENTOXIFILINA
Y OXIPURINOL SOBRE LA ACTIVACION DE LAS MAP
QUINASAS EN PANCREAS EN LA PANCREATITIS
AGUDA EXPERIMENTAL NECROTICA.

6.1. Efecto de la pentoxifilina y oxipurinol sobre la
fosforilacion de ERK en pancreas en la pancreatitis
aguda experimental necrética.

Puesto que la fosforilaciéon de las MAP quinasas se produce de manera
temprana (figuras 34 a 36) nos propusimos medir el efecto sobre la fosforilacion
de ERK de tratamientos con compuestos como el oxipurinol, que inhibe la xantina
oxidasa y la pentoxifilina, que inhibe la produccién de TNF-a, durante la induccion
de la pancreatitis aguda. En la figura 37A se puede observar un gel representativo
del efecto de los tratamientos sobre la fosforilacion de las MAP quinasas ERK. En
las figuras 37B y 37C, correspondientes a las densitometrias de los Western blot
de ERK 1 y de ERK 2 respectivamente, se puede observar que el tratamiento con
oxipurinol (OX) previene parcialmente la induccion mediada por el taurocolato
mientras que la pentoxifilina (PX) y, en especial el tratamiento combinado (CB),
consiguen una prevencion completa de la activacion de ERK 1/2.

Figura 37A.- Efecto del tratamiento con pentoxifilina y oxipurinol sobre la
fosforilacion de ERK 1/2 en pancreas a los 30 minutos de la induccion de la
pancreatitis aguda con taurocolato. Se muestra un Western blot representativo de las formas
fosforiladas de ERK 1 y ERK 2 en pancreas a la media hora post-induccién. Abreviaturas: C =
control, PA = pancreatitis aguda, OX = pancreatitis aguda + oxipurinol, PX = pancreatitis aguda +
pentoxifilina y CB = pancreatitis aguda + tratamiento combinado con oxipurinol y pentoxifilina.
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Figura 37B.- Densitometria del efecto del tratamiento con pentoxifilina y
oxipurinol sobre la fosforilacién de ERK 1 (p44) en pancreas a los 30 minutos de
la induccion de pancreatitis aguda con taurocolato. Los valores se expresan en

porcentaje medio respecto al control sin taurocolato y las barras de error de 3 experimentos
independientes. Las diferencias significativas se muestran como **p<0,01 vs. control.
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Figura 37C.- Densitometria del efecto del tratamiento con pentoxifilina y
oxipurinol sobre la fosforilacién de ERK 2 (p42) en pancreas a los 30 minutos de

la induccion de pancreatitis aguda con taurocolato. Los valores se expresan en
porcentaje medio respecto al control sin taurocolato y las barras de error de 3 experimentos
independientes. Las diferencias significativas se muestran como **p<0,01 vs. control.

159



IV-Resultados

6.2. Efecto del tratamiento con pentoxifilina, oxipurinol
sobre la fosforilacion de JNK en pancreas en la
pancreatitis aguda necrética.

El efecto de los tratamientos con oxipurinol y pentoxifilina sobre la
fosforilacion de JNK1 y JNK 2 se determiné en pancreas a los 30 minutos
después de inducir la pancreatitis, cuando se produce el maximo de fosforilacién
en estas quinasas. La figura 38A presenta un Western blot representativo en el
que se puede observar dicho efecto. Por su parte, las figuras 38B y 38B muestran
el valor medio de las densitometrias de tres experimentos independientes tanto
de JNK 1 como de JNK 2 respectivamente. Los resultados para las quinasas JNK
son similares a los mostrados para las de ERK ya que la pentoxifilina tiene gran
poder de inhibicidon de la fosforilacion de JNK, mientras que el oxipurinol no. El
tratamiento combinado de nuevo muestra también unos niveles de fosforilacion
muy similares a los controles.
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Figura 38A.- Efecto del tratamiento con pentoxifilina y oxipurinol sobre la
fosforilacion de JNK en pancreas a los 30 minutos de la induccién de la
pancreatitis aguda con taurocolato. Se muestra un Western blot representativo de las formas
fosforiladas de JNK 1 y JNK 2 en pancreas a la media hora post-induccién. Abreviaturas: C =
control, PA = pancreatitis aguda, OX = pancreatitis aguda + oxipurinol, PX = pancreatitis aguda +
pentoxifilina y CB = pancreatitis aguda + tratamiento combinado con oxipurinol y pentoxifilina.
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Figura 38B.- Densitometria del efecto del tratamiento con pentoxifilina y
oxipurinol sobre la fosforilacion de JNK 1 (p54) en pancreas a los 30 minutos de

la induccidon de pancreatitis con taurocolato. Los valores se expresan en porcentaje
medio respecto al control sin taurocolato y las barras de error de 3 experimentos independientes.
Las diferencias significativas se muestran como *p<0,05 y **p<0,01 vs. control, ##p<0,01 vs.
taurocolato.
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Figura 38C.- Densitometria del efecto del tratamiento con pentoxifilina y
oxipurinol sobre la fosforilacion de JNK 2 (p46) en pancreas a los 30 minutos de
la induccidon de pancreatitis con taurocolato. Los valores se expresan en porcentaje

medio respecto al control sin taurocolato y las barras de error de 3 experimentos independientes.
Las diferencias significativas se muestran como **p<0,01 vs. control; ##p<0,01 vs. taurocolato.
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6.3. Efecto del tratamiento con pentoxifilina, oxipurinol
sobre la fosforilacion de p38 en pancreas en la
pancreatitis aguda necroética.

La Figura 39A muestra un gel representativo del efecto del tratamiento con
oxipurinol y pentoxifilina sobre la fosforilacion de p38. En la figura 39B se presenta
media de las densitometrias de tres geles. Se observa una prevencion
significativa de la fosforilacion de p38 por parte del oxipurinol a diferencia de las
otras MAP quinasas, donde el efecto inhibidor lo ejercia la pentoxifilina. El mismo
efecto se produce si se combina el oxipurinol con la pentoxifilina.

Figura 39A.- Efecto del tratamiento con pentoxifilina y oxipurinol sobre la
fosforilacion de p38 en pancreas a los 30 minutos de la induccién de la
pancreatitis aguda con taurocolato. Se muestra un Western blot representativo de la forma
fosforilada de p38 en pancreas a la media hora post-induccién. Abreviaturas: C = control, PA =
pancreatitis aguda, OX = pancreatitis aguda + oxipurinol, PX = pancreatitis aguda + pentoxifilina y

CB = pancreatitis aguda + tratamiento combinado con oxipurinol y pentoxifilina.
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Figura 39B.- Densitometria del efecto del tratamiento con pentoxifilina y
oxipurinol sobre la fosforilacion de p38 en pancreas a los 30 minutos de la

induccion de pancreatitis con taurocolato. Los valores se expresan en porcentaje medio
respecto al control sin taurocolato y las barras de error de 3 experimentos independientes. Las
diferencias significativas se muestran como **p<0,01 vs. control; ##p<0,01 vs. taurocolato.
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7. PAPEL DEL TNF-a EN LA DEPLECION DE
GLUTATION PANCREATICO EN LA PANCREATITIS
AGUDA.

El factor de necrosis tumoral (TNF-a), segregado por el infiltrado
inflamatorio e incluso por las propias células acinares del pancreas, podria ser un
causante de deplecion de glutatién en la pancreatitis aguda. En estudios previos
realizados por nuestro grupo hemos observado que la pentoxifilina, que inhibe la
produccion de TNF-a, es capaz de prevenir la deplecion de glutation en el tejido
pancreatico. Por tanto, para estudiar el papel que tiene el propio TNF-o en la
deplecion de glutation, se analizaron los niveles de glutation reducido en pancreas
de ratones deficientes en el gen del TNF-a, o en sus receptores de membrana,
induciendo la pancreatitis con ceruleina. En un primer paso, hemos utilizado
ratones deficientes en el gen que codifica para el receptor 1 del TNF-a (KO-RT1),
asi como ratones deficientes en el gen del receptor 2 del TNF-a (KO-RT2). En la
figura 40 se observa una deplecion marcada de glutation tanto en los ratones
controles wild type como en los deficientes en los receptores tras la
administracion de ceruleina. No se observan sin embargo diferencias
significativas en ninguno de los tres tipos de animales después de la
administracion de ceruleina ni después de la administracién de suero salino.
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Figura 40.- Niveles de glutation reducido en pancreas de ratones controles (WT)
y deficientes en el receptor 1 del TNF-a (KO-RT1) y en el receptor 2 del TNF-a
(KO-RT2) tras la administracion de suero salino o tras la administracién de

ceruleina. Los valores medios se expresan en umoles/g de glutatién respecto al control y las
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barras de error de 3 0 4 experimentos independientes. Las diferencias significativas se muestran
como: **p<0,01 vs. control; ##p<0,01 vs. KO-RT1; **p<0,01 vs. KO-RT2.

En la figura 41 se presentan los resultados del glutation reducido obtenidos
en el caso de los ratones deficientes en el gen que codifica para el TNF-a. (KO-
TNFa). Se puede observar que se produce una deplecion de glutation debido al
tratamiento con ceruleina tanto en el grupo de ratones controles (WT) CEPA wild
type) como en los deficientes de TNF-a (KO-TNFa). Sin embargo, como ocurria
con los resultados anteriormente mostrados, no existen diferencias significativas
entre los dos tipos de ratones ni tras administrar suero salino ni en una
pancreatitis provocada por ceruleina.
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Figura 41.- Niveles de glutatiéon reducido en ratones controles (WT) y deficientes
en TNF-a (KO-TNF-a) en pancreas tras la administracién de suero salino o tras
la administraciéon de ceruleina. Los valores medios se expresan en umoles/g de glutation

respecto al control y las barras de error corresponden a 3 0 4 experimentos independientes. Las

diferencias significativas se muestran como: *p<0,05 vs. control, #p<0,05 vs. KO-TNF-c.
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8. EFECTO DEL TAUROCOLATO SOBRE LOS NIVELES
DE GLUTATION REDUCIDO EN ACINOS
PANCREATICOS AISLADOS. PAPEL DE LAS MAP
QUINASAS Y DE LAS PROTEASAS.

8.1. Niveles de glutation en células acinares aisladas.

El nivel de glutation reducido en acinos pancreaticos aislados disminuye
significativamente cuando se incuba con taurocolato al 0,01% durante 30 min
(figura 42). La preincubacion de los acinos pancreaticos con PD 98059, un
inhibidor de la via de ERK, no solo previene la deplecion de glutation sino que
incluso eleva significativamente los niveles de éste con tendencia incluso a
superar los valores del control. La preincubacion con SP 600125, inhibidor de la
ruta de JNK 1/2,, es capaz de revertir también de manera significativa el efecto de
la deplecién de glutation que causa el taurocolato. Por otra parte, si se utiliza un
coctel que inhibe las principales proteasas, se obtienen niveles de glutation
estadisticamente equiparables al control pero que no muestran diferencias
significativas con el tratamiento con taurocolato.
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Figura 42.- Efectos del taurocolato y de inhibidores de las rutas de las MAP
quinasas e inhibidores de proteasas sobre los niveles de glutation reducido en
acinos pancreaticos aislados. El tiempo de incubacién fue de 30 minutos y la concentracién
de taurocolato empleada fue de 0,01%. Inhib. ERK = PD98059 (50 uM), Inhib. JNK = SP600125 (50
uM). Las diferencias significativas se muestran como: *p<0,05 vs. control, #p<0,05 vs. taurocolato.
Los valores medios se expresan en nmoles/ mg de glutatién respecto al control y las barras de error
corresponden a 3 0 4 experimentos independientes.
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Para analizar los niveles de glutation in vivo y la deplecién inducida por
taurocolato, se llevaron a cabo estudios por microscopia confocal de células
acinares incubadas con monoclorobimano, un fluorocromo que se une
especificamente al glutation en células vivas (figura 43A). La primera columna (A
y D) muestra las niveles de glutation en las células control, la segunda columna (B
y E) en células tratadas con taurocolato 0,01% durante 30 min y la tercera
columna (C y F) en células tratadas con taurocolato pero con la via de ERK 1/2
inhibida con PD 98059. En la figura 43B se resumen los datos de la cuantificacion
de tres experimentos independientes en donde se miden la fluorescencia de 100
células para cada una de los tratamientos. Al igual que se mostraba en los
experimentos de cuantificacion de los niveles de GSH bioquimicamente (figura
42) se puede observa una disminucion significativa de los niveles de GSH tras el
tratamiento de las células acinares con taurocolato. De nuevo, la disminucién de
los niveles de glutatién que produce el taurocolato se previene al preincubar los
acinos pancreaticos con el inhibidor de la via de ERK 1/2.

A) B) C)
D) E) F)

Figura 43 A.- Efecto del taurocolato sobre los niveles de glutatiéon reducido

medido en células acinares de pancreas mediante microscopia confocal y su
modulacién por la via de ERK. El glutatién reducido se ha medido utilizando

monoclorobimano como fluorocromo especifico. La figura presenta imdgenes representativas a 20x
aumentos (fila superior) y a 40x aumentos (fila inferior) de células control (A, D), de células
incubadas con taurocolato (B, E) y de células incubadas con PD 98059 junto con taurocolato (C, F).
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Figura 43 B.- Cuantificacién de los niveles de glutation en células acinares de
pancreas medidos mediante microscopia confocal utilizando monoclorobimano
como fluorocromo. Efectos del taurocolato y de la inhibicion de la via de ERK. El
tiempo de incubacion fue de 30 minutos y la concentracion de taurocolato empleada fue de 0,01%.
El nimero de experimentos fue de 3 y se midi6 la fluorescencia en 100 células de cada grupo. Las
diferencias significativas se muestran como *p<0,05. Inhib. ERK =PD98059 (50 uM).

8.2. Fosforilacion de las MAP quinasas en el proceso de
aislamiento de acinos pancreaticos.

Las MAP quinasas ERK 1/2 y JNK, que evitan la deplecién de glutation que
produce el taurocolato (figura 42), se fosforilan en el proceso de aislamiento de
acinos pancreaticos como se puede observar en la figura 44. ERK 1/2 se fosforila
desde el inicio del asilamiento y se mantiene fosforilada en todas las fases
estudiadas (figura 42 A). JNK se fosforila mas intensamente tras el proceso de
agitacion vigorosa y decrece su fosforilacion tras 1 h y media de cultivo en placa
petri.

1 2 3 4 5

Figura 44 A.- Fosforilacion de ERK 1/2 en el proceso de aislamiento de acinos
pancreaticos. Se muestra un Western blot de la forma fosforilada de ERK 1/2 en diferentes fases
del proceso de aislamiento; 1 = pancreas original, 2 = digestién con colagenasa, 3= finalizacién de
agitacion vigorosa con colagenasa, 4 = siembra de células en placa petri y 5 =1 h y media tras la

siembra en medio de cultivo.
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Figura 44 B.- Fosforilacion de JNK en el proceso de aislamiento de acinos
pancreaticos. Se muestra un Western blot de la forma fosforilada de JNK en diferentes fases del
proceso de aislamiento; 1 = péancreas original, 2 = digestiéon con colagenasa, 3= finalizacién de
agitacion vigorosa con colagenasa, 4 = siembra de células en placa petri y 5 =1 h y media tras la
siembra en medio de cultivo.
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9. DEPLECION DE GLUTATION CAUSADA POR
TAUROCOLATO EN CELULAS ACINARES AR42J. PAPEL
DE LAS MAP QUINASAS Y DE LAS PROTEASAS.

9.1. Caracterizacion de los niveles de glutation en células
acinares AR42]. Efecto del taurocolato.

Las células AR24J presentan unos niveles de glutation que varian en
funcién del pase de trabajo utilizado (figura 45). Por ello, para una correcta
comparacién entre experimentos que se hayan hecho en pases diferentes, se han
expresado los valores en porcentaje respecto al control.

GSH (nmol/mg prot.)
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Figura 45.- Variacion del contenido de glutation reducido en las células AR42]
tras sucesivos pases posteriores a la descongelacion de las células. El namero de

experimentos fue de 3.

Para conocer el efecto que sobre los niveles de glutation puede tener el
tratamiento con taurocolato, se ha estudiado la curva de dosis-respuesta a este
compuesto en células acinares AR42J. La figura 46 muestra que existe una
correlacién proporcional entre los niveles de glutation reducido (GSH) de las
células AR42J con la concentracion de taurocolato empleada en las incubaciones
de una hora. Aunque la incubacion con taurocolato al 0,8% produce una deplecién
de hasta un 50% con respecto al control a esos valores se empieza a producir un
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elevado porcentaje de muerte celular por necrosis por lo que se eligid una
concentracion de 0.5% en los experimentos posteriores.
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Figura 46.- Curva dosis-respuesta de los niveles de glutation reducido en células
AR42] incubadas con taurocolato. Las células se incubaron durante 1 h con concentraciones
de taurocolato entre 0 y 0,8%. Los niveles de glutation reducido se expresan en porcentaje con
respecto a células control. Las diferencias significativas se muestran como: *p<0,05, **p<0,01 vs.
control. El nimero de experimentos fue de 4 a 5.

La figura 47 muestra la cinética de la deplecion de los niveles de GSH en
células acinares AR42J incubadas con taurocolato al 0,5%. Se puede observar
una rapida deplecion del glutation reducido en presencia de taurocolato que ya es
significativa a tiempos tan cortos como 15 min. Los tiempos de 30 min y
superiores producen una progresiva deplecion de glutatiéon hasta valores de hasta
un 40% respecto al control a los 120 min.
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Figura 47.- Evoluciéon de los niveles de glutation reducido en células AR42J
incubadas con 0,5% de taurocolato. Los niveles de glutatién reducido se expresan en

porcentaje con respecto a células control. La diferenta significativa se expresa como: *p<0,05,
**p<0,01 vs. control. El ntimero de experimentos fue de 4 a 5.
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9.2. Efecto de la inhibicion de las MAP quinasas en la
deplecion de glutation producida por taurocolato en
células AR42]J.

En base a los resultados del apartado anterior con los acinos pancreaticos,
se procedio a estudiar el efecto de la inhibicion de las MAP quinasas sobre la
deplecion del glutation inducida por el taurocolato en células acinares AR42J Se
midieron los niveles de GSH en células incubadas 1 h con 0.5% de taurocolato en
presencia de diferentes inhibidores de MAP quinasas (figura 48). Como se
observa en la figura, los valores de glutation tras la incubacidn con taurocolato
disminuyen significativamente hasta un 68,4+7,6% (p<0,01) respecto al control no
tratado. La preincubaciéon de las células con el inhibidor de la ruta de la quinasa
MEK, PD98059, previene esta deplecion de glutation alcanzando valores de
84,1+9,9% (p<0,01). Por otra parte, el péptido inhibidor de ERK 1/2 es capaz de
ejercer el mismo efecto protector, asi como la utilizacion conjunta del inhibidor de
MEK 'y del inhibidor de la sintesis de proteinas actinomicina D.

Respecto a las otras rutas de quinasas activadas por el taurocolato, la
preincubacién con el inhibidor de JNK, SP 600125, tiene un efecto significativo
menor, mientras que el inhibidor de la ruta de p38, SB 203580, no parece ejercer
ningun efecto sobre la deplecion de GSH. Por ultimo, para saber si hay un efecto
sinérgico en la deplecion del glutatién por la inhibicion de las rutas de MEK y de
JNK, al utilizar conjuntamente los inhibidores de las mismas obtenemos una
prevencion significativa similar a la ejercida por el inhibidor de MEK solamente.
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Figura 48.- Niveles de glutation reducido en células AR42J incubadas durante
una hora con una concentracién de taurocolato de 0,5% y en presencia de
diferentes inhibidores de las MAP quinasas. Los valores de glutatién reducido se
expresan en porcentaje con respecto a las células control. Se han utilizado los siguientes
inhibidores: PD 98059, Péptido inhibidor de ERK, actinomicina D, SP 600125 y SB 203580. La
diferencia significativa se muestra como: *p<0,05, **p<0,01 vs. control; #p<0,05, ##p<0,01 vs.
taurocolato 0,5% 1 h. El nimero de experimentos fue de 3 a 5.

Con el fin de confirmar la activacion de ERK en células AR42J incubadas
con taurocolato, y su inhibicion con los agentes empleados, se ha estudiado la
fosforilacion de ERK mediante Western blot (Figura 49A). En la figura se observa
una intensa fosforilacion de ERK 1/2 al incubar con taurocolato, fosforilacion que
se previene en gran medida al utilizar el inhibidor PD 98059 de la MAP quinasa. El
inhibidor de JNK, SP 600125, también muestra una capacidad de inhibir la
fosforilacion de ERK 1/2 pero en menor medida que la que ocurre con el de la
MAP quinasa. La combinacion de ambos inhibidores si que muestra un efecto
sinérgico en la prevencion de la activacion de la ruta de la quinasa ERK 1/2
(Figura 49B).
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Figura 49A.- Western blot de un gel representativo de la fosforilacién de ERK en

células AR42] incubadas con taurocolato al 0,5% durante 1 hora y de su

inhibicion mediante inhibidores especificos. Abreviaturas: C= control, TA =
taurocolato, PD = taurocolato + PD 98059, SP = taurocolato + SP 600125 y PD+SP = taurocolato +

PD 98059 + SP 600125.
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Figura 49B.- Densitometria de la fosforilacion de ERK 1 (izquierda) y de ERK 2
(derecha) en células AR42J incubadas con mediante taurocolato al 0,5% durante
1 hora y de su inhibicion mediante inhibidores especificos. Los valores se expresan

en porcentaje respecto al control. Las diferencias estadisticas se muestran como: **p<0,01 vs.
control, #p<0,01 vs. taurocolato. El nimero de experimentos fue de 3.
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9.3. Efecto de la inhibicién de proteasas en la deplecion de
glutation producida por el taurocolato en células AR42]J.

Para conocer si la deplecion del glutation inducida por taurocolato pudiera
deberse a la posible degradacion proteolitica de las enzimas capaces de sintetizar
este compuesto, se estudio el efecto de inhibidores especificos de los diferentes
tipos de proteasas sobre dicha deplecion (Figura 50). Para ello, se incubaron las
células AR42J con taurocolato y con un coctel de inhibidores de proteasas v,
después de observar prevencién de la deplecion, se estudiaron los efectos de
cada uno de los componentes del coctel por separado. Los niveles de GSH tras
preincubar con dicho coctel e incubar con taurocolato fueron de 93,7 + 8,2 % con
respecto al control, de manera que se evita de manera significativa (p<0,01) la
deplecion de glutation reducido que se produce por la incubacion con taurocolato.
Utilizando los inhibidores del céctel por separado se puede observar que la
capacidad de inhibir la deplecion de glutation se debe al inhibidor de proteasas de
serina AEBSF.
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Figura 50.- Niveles de glutatiéon reducido (GSH) en células AR42J incubadas
durante 1 h con taurocolato 0,5% y con diferentes inhibidores de proteasas. Los

valores de glutation reducido se expresan en porcentaje con respecto a células control.
Abreviaturas utilizadas: Tau = taurocolato, Céctel I.P. = céctel inhibidor de proteasas, AEBSF = 4-
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(2-Aminoetil)-bencenosulfonil fluoruro clorhidrico. La diferencia significativa se presenta como:
*p<0,05, **p<0,01 vs. control; #p<0,05 vs. taurocolato 0,5% 1 h, #p<0,01 vs. taurocolato 0,5% 1 h. El
numero de experimentos fue de 3 a 5.

Se ha estudiado también el posible papel de las proteasas lisosomales en
la deplecion del glutatidn para lo cual se han utilizado inhibidores de la actividad
autofagica ejercida por los lisosomas, como son la monensina y la 3-metiladenina
(Figura 51). Los niveles de GSH permanecen inalterados con dichos inhibidores al
incubar las células con taurocolato. Por otro lado, resultados similares de se
observa al utilizar lactacistina, que es un inhibidor especifico del proteasoma, lo
que indica que la deplecidén no se previene tampoco al inhibir el proteasoma.
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Figura 51.- Niveles de glutation reducido (GSH) en células AR42] incubadas
durante 1 h con taurocolato 0,5% y con inhibidores de proteasas lisosomales
(monensina y 3-metiladenina) y del proteasoma (lactacistina) Los valores de
glutatiéon reducido se expresan en porcentaje con respecto a células control. Abreviatura utilizada:

Tau = taurocolato. La diferencia significativa se presenta como: **p<0,01 vs. control. El ntimero de
experimentos fue de 3 a 5.
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9.4. Papel del calcio y de la y-glutamil transpeptidasa sobre
la deplecion de glutation causada por taurocolato en
células AR42]J.

Para intentar dilucidar el mecanismo de la deplecion de glutation causada
por taurocolato se han ensayado también otros tipos de agentes. Asi, como
compuesto capaz de eliminar el calcio se ha utilizado BAPTA, un quelante
especifico del calcio que captura el calcio libre de las células. Otro agente
ensayado es la acivicina, compuesto capaz de inhibir la y-glutamil transpeptidasa,
unica enzima descrita hasta la fecha capaz de hidrolizar el enlace y-glutamilo del
glutation. Los niveles de glutation obtenidos tras la incubacion con taurocolato y
estos agentes se pueden observar en la figura 52. La deplecion producida por el
taurocolato no se revierte con el tratamiento de las células con dichos
compuestos.

120

GSH (% vs. control)

Figura 52.- Niveles de glutatiéon reducido en células AR42J incubadas durante 1
h con taurocolato 0,5% (Tau), con quelante de calcio (BAPTA), y con inhibidor
de y-glutamil transpeptidasa (acivicina). Los valores de glutation reducido se expresan en

porcentaje con respecto a células control. La diferencia estadistica se muestra como: **p<0,01 vs.
control. El nimero de experimentos fue de 3 a 5.
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9.5. Efecto del glutation monoetil éster sobre la deplecion de
glutation producida por taurocolato en células AR42J.

La deplecion que causa el taurocolato de glutation reducido en células
AR42J puede ser revertida por el glutation monoetil éster. En la pancreatitis aguda
experimental, el glutation monoetil éster ha mostrado efectos beneficiosos al
restablecer los niveles pancreaticos de GSH (Neuschwander-Tetri y cols., 1992).
Existe una relacion entre la dosis administrada del éster con la concentracion de
glutation en las células. Como se presenta en la figura 53, la concentracién de
GSH 20 mM fue la unica capaz de mantener niveles de GSH intracelulares
similares a los del control.
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Figura 53.- Niveles de glutation reducido en células AR42J incubadas durante
una hora con taurocolato al 0,5% y con diferentes concentraciones de glutation

monoetil éster. Los valores se expresan en porcentaje con respecto a células control. La
diferencia estadistica se muestra como: *p<0,05, **p<0,01 vs. control; ##p<0,01 vs. taurocolato 0,5%
1 h. El nimero de experimentos fue de 3.
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10. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR Y DEL TIPO
DE MORTALIDAD EN CELULAS AR42] INCUBADAS
CON TAUROCOLATO.

Dado que la disminucion del glutation puede suponer el desencadenante
de la muerte celular en los cultivos de AR42J en presencia de taurocolato, se ha
estudiado mediante medida de la actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH).
Esta actividad, y la de proteina en placa, se pueden usar como estimacién de la
mortalidad celular al medirse aquellas en el medio extracelular de una enzima
intracelular como es la LDH, que se libera al medio si se compromete la integridad
de la membrana celular. En la figura 54 se muestra la actividad LDH expresada
como porcentaje con respecto a un sonicado celular que presenta el 100 % al
tener solo células lisadas. El taurocolato 0,5% libera un 50,8 + 5,4 % de LDH al
medio extracelular mientras que el inhibidor AEBSF disminuye de manera
significativa esta liberacién a un 38,6 + 3,10 %. El inhibidor de la quinasa MEK,
PD98059, mantiene invariable la actividad extracelular de LDH con respecto al
taurocolato. Los valores de proteina en placa mantienen una relacion similar a la
actividad LDH (fig. 55). El inhibidor PD98059 mantiene invariable la cantidad de
proteina en la placa tras la incubacion con taurocolato mientras que AEBSF
aumenta significativamente la cantidad de proteina en placa con respecto a la
incubacion con taurocolato.
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Figura 54.- Liberacién de LDH al medio de cultivo tras el tratamiento de las
células AR42] con taurocolato al 0,5% durante 1 h y con el inhibidor AEBSF. El

resultado se presenta en porcentaje respecto al lisado. La diferencia estadistica se muestra como:
**p<0,01 vs. control; #p<0,05 vs. taurocolato 0,5% 1 h. El nimero de experimentos fue de 3.
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Figura 55.- Cantidad de proteina en placa después de la incubacién de las
células AR42] con taurocolato 0,5% durante 1 h y con el inhibidor AEBSF. La

diferencia estadistica se muestra como: *p<0,05, **p<0,01 vs. control; ##p<0,01 vs. taurocolato 0,5%

1 h. El nimero de experimentos fue de 3 a 5.

Finalmente, para la caracterizacion del tipo de muerte celular producida por
taurocolato, se han realizado estudios de microscopia confocal utilizando
fluorocromos especificos de necrosis y apoptosis. Se ha ensayado la mortalidad
celular con ioduro de propidio, que no es capaz de atravesar las membranas de
las células vivas, pero que al morir la célula por necrosis y perder su integridad, se
une al ADN nuclear y produce fluorescencia de color rojo. Si la célula entra en
apoptosis, externaliza en su membrana la fosfatidilserina, un fosfolipido que en
condiciones normales se encuentra en la parte citoplasmatica de la membrana. La
anexina V es un fluorocromo que se une especificamente a este fosfolipido y
muestra una fluorescencia de color verde si encuentra accesible este lipido en la
cara externa de la membrana celular. Cabe resaltar que si la integridad de la
membrana esta comprometida, este fluorocromo penetraria en la célula y
uniéndose al fosfolipido interno emitira también fluorescencia. Por ultimo, para
detectar niveles de glutation, hemos utilizado monoclorobimano, un fluorocromo
con estructura en forma de “dos manos” que se combina con el GSH reducido
especificamente utilizando glutation transferasa y muestra fluorescencia de color
azul. En la figura 56 se observan células AR42J en condiciones normales que
tienden a formar pequefias agrupaciones que recuerdan a acinos pancreaticos.
Como es de esperar, las células al tener niveles elevados de glutation muestran
una fluorescencia intensa del color azul y no muestra apenas mortalidad al
encontrar ausencia de color rojo (necrosis) y verde (apoptosis).
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Figura 56.- Imagen de las células AR42] mediante microscopia confocal sin
utilizar fluorocromos.

Cuando se incuban las células con taurocolato al 0,5% durante 1 h, se
pueden observar grandes cambios con respecto al control. Nos encontramos con
un gran descenso en los niveles de glutation intracelular (figura 57A) y una gran
mortalidad (figura 57B). La anexina V se une también a algunas células que no se
han tefido por el ioduro de propidio indicando que hay células que no han muerto
por necrosis y que entran en apoptosis (figura 57B).

Si se ensaya el AEBSF, previamente a la incubacion con taurocolato, se
puede apreciar valores mas elevados de glutatiéon (figura 57A) y menor mortalidad
por necrosis en la tincion con el ioduro de propidio, pero niveles mayores de
fluorescencia de anexina V comparados con el taurocolato (figura 57B).

A) B) C)

Figura 57A.- Efectos del taurocolato y del AEBSF sobre los niveles de glutation
en células AR42] medidos mediante microscopia confocal utilizando

monoclorobimano como fluorocromo especifico. Las células se han incubado en

ausencia de adiciones (A), en presencia de taurocolato 0,5% (B) asi como taurocolato y AEBSF (C).
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A) B)
D) E)

Figura 57B.- Efectos del taurocolato y del AEBSF sobre el tipo de muerte celular

en células AR42] estudiado mediante microscopia confocal utilizando
fluorocromos especificos de necrosis (ioduro de propidio) y de apoptosis

(anexina V). Las células se han incubado con ioduro de propidio (A, B, C) y con anexina V (D, E,
F) sin adiciones (A y D), en presencia de taurocolato 0,5% (B y E) asi como taurocolato y AEBSF (C

y F).
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1. MODELOS EXPERIMENTALES DE PANCREATITIS
AGUDA.

Hay que destacar los avances que se han realizado para la comprension de
los mecanismos intracelulares responsables del inicio y desarrollo de la
pancreatitis aguda utilizando diferentes modelos experimentales (Lerch y Adler,
1994). Ademas, estos modelos experimentales se emplean para ensayar
diferentes estrategias terapéuticas y realizar una selecciéon de aquellas que
puedan tener interés clinico. En la presente tesis se han utilizado dos modelos
experimentales de pancreatitis aguda, el modelo de pancreatitis aguda necrética
mediante perfusion de taurocolato sodico en el conducto biliopancreatico y el
modelo de pancreatitis aguda edematosa inducida por hiperestimulacién con
ceruleina.

El modelo de pancreatitis aguda necrética inducido por taurocolato fue
descrito y desarrollado por Aho en los afios 80 (Aho y cols., 1980) y se aproxima a
los fenbmenos que ocurren en una pancreatitis aguda de origen biliar en humanos
(Aho y cols., 1983). Se trata de perfundir retrogradamente sales biliares (en
concreto, taurocolato sédico) en el conducto biliopancreatico. En este modelo, la
secuencia de acontecimientos que tiene lugar durante las primeras fases de la
pancreatitis aguda experimental parece deberse al efecto detergente del
taurocolato. Se produce una disolucién inmediata de las paredes ductales y de los
l6bulos adyacentes, con infiltrado eritrocitario en el intersticio. Las membranas
celulares se desestabilizan por efecto del taurocolato, permitiendo que se
incremente la concentracion de calcio en el citoplasma y también facilitando la
fusion de los lisosomas con los granulos de zimogeno. El tripsinégeno, precursor
de la tripsina, se activa transformandose en tripsina por colocalizacion de ambos
organulos, provocando una pancreatitis aguda necrohemorragica. Una vez
activada la tripsina, se desencadena una cascada de activacion de enzimas
proteoliticas e hidroliticas. Se produce también la conversion de la xantina
deshidrogenasa en xantina oxidasa que, con las grandes cantidades de
hipoxantina y xantina producidas en el catabolismo de las purinas asociado a la
elevada mortalidad celular, genera cantidades importantes de radicales libres de
oxigeno y acido urico. Los radicales libres y el infiltrado inflamatorio atacan a otras
células vecinas no afectadas por el taurocolato, manteniéndose una cadena que
acaba por afectar practicamente a todo el lobulillo pancreatico produciéndose
necrosis en grandes extensiones.

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

Para el trabajo con ratones knockout se utilizd un modelo de pancreatitis
experimental inducida por un secretagogo. La induccion de pancreatitis tras la
administracion de un analogo de la colecistoquinina, la ceruleina, a dosis
supramaximas (unas 50 veces superior a la maxima) fue descrita por Lampel,
Kern y Alder en los afios 70 (Lampel y Kern, 1977). Las grandes dosis del analogo
hormonal provocan un bloqueo de la secrecién de granulos de zimégeno que
colocalizan con lisosomas produciéndose la activacion de la tripsina (Hofbauer y
cols., 1998). Este modelo, edematoso en ratas (Lampel y Kern, 1977), produce
una forma necrotizante en ratones (Niederau y cols., 1985). Puesto que es no es
técnicamente posible la canulacion y perfusién de dichos animales correctamente
para la perfusiéon de taurocolato, se eligi6 este modelo que también produce
alteraciones pulmonares y es necrotizante a nivel local al igual que el modelo de
pancreatitis inducida por taurocolato.

En nuestro modelo experimental con taurocolato al 3,5% en ratas, la
correcta induccién de la pancreatitis se ha confirmado por el rapido y marcado
aumento de la actividad lipasa en suero, y por el estudio histologico (Pereda y
cols., 2004).

Otros 6rganos, como el pulmén, se ven afectados como consecuencia de la
afectacion pancreatica. De hecho, hemos observado en pulmon un incremento de
la actividad de la mieloperoxidasa, una enzima tipica de los neutrdfilos y que nos
indica infiltrado leucocitario. Los valores se elevan significativamente a partir de
las 3 h y se mantienen elevados incluso a las 9 h de la induccion de la pancreatitis
aguda experimental (Pereda y cols., 2004).

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

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

La obstruccion del conducto pancreatico se acerca a la pancreatitis aguda
producida por calculos que dificultan la secrecion normal del pancreas. La teoria
del conducto comun de Opie (Opie, 1901), que sugiere que las sales biliares son
las responsables del inicio de la pancreatitis aguda cuando se acumulan en el
pancreas, ha sido cuestionada en los ultimos afos. El ligamiento del conducto
pancreatico sin reflujo de sales biliares procedentes del higado desarrolla una
pancreatitis indistinguible de la producida por el ligamiento que produce un
conducto comun bilio-pancreatico en zarigtieya (Lerch y cols., 1993).
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2. ESTRES OXIDATIVO Y PANCREATITIS AGUDA.

Durante las ultimas décadas, diversos autores han mostrado evidencias
indirectas de que el estrés oxidativo juega un papel importante en la pancreatitis
aguda (Sanfey y cols., 1984; Guice y cols., 1986; Schoenberg y cols., 1991). Los
estudios pioneros del grupo de Sanfey y colaboradores mostraron que el
tratamiento con superdxido dismutasa y con catalasa supuso una mejora en la
pancreatitis aguda en tres modelos diferentes de pancreatitis aguda en pancreas
aislado de perro (Sanfey y cols., 1984). Estos primeros indicios hicieron pensar
que el estrés oxidativo podia ser ese agente causal desencadenante de la
pancreatitis aguda que se ha estado buscando durante afios. Los experimentos
posteriores que se han realizado para aclarar este interrogante han demostrado
que la generacién de estrés oxidativo en el pancreas no es suficiente para
producir pancreatitis y los cambios tipicos que se observan en el curso de la
misma (Fu y cols., 1997; Rau y cols., 2000). Sin embargo, estos mismos estudios
apoyan que los radicales libres sean potentes mediadores en el desarrollo de la
enfermedad (Rau y cols., 2000).

Se ha sugerido que las principales fuentes de generacién de radicales
libres son bien el infiltrado inflamatorio (Tsuji y cols., 1994) o bien el sistema
xantina deshidrogenasa-xantina oxidasa (Amaya y cols., 1990). Nuestro grupo ha
observado un aumento de la actividad xantina oxidasa en plasma tras la
pancreatitis aguda (Pereda y cols., 2004). Este aumento puede suponer una
fuente de radicales libres tanto a nivel local como a nivel sistémico. En efecto, se
ha descrito que localmente la xantina oxidasa ejerce dafo oxidativo en el
pancreas (Sanfey y cols., 1985), y que parece ser una de las claves de la
afectacion pulmonar en la pancreatitis aguda al ser movilizada de la pared
endotelial por la amilasa pancreatica (Granell y cols., 2004a).

El aumento de radicales libres en la pancreatitis se ha puesto en evidencia
al estudiar diferentes parametros de estrés oxidativo. Se ha descrito que los
niveles de malondialdehido y de dienos conjugados, indices de peroxidacion
lipidica, aumentan a la media hora de perfusion de ceruleina en ratas y alcanzan
un pico a las 3-5 h (Dabrowski y cols., 1988; Schdéenberg y cols., 1990).
Posteriormente, disminuyen hasta los niveles propios del control a las 12 h. La
presencia de estos productos de peroxidacidon también se observa en otros
modelos experimentales de pancreatitis, como en el modelo inducido con dieta
deficiente en colina (Nonaka y cols., 1989), en el modelo de pancreatitis inducido
con taurocolato (Schéenberg y cols., 1991) y en el modelo de pancreatitis por
obstruccion del conducto biliopancreatico (Uruiuela y cols., 2002).
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Tras inducir la pancreatitis aguda con taurocolato, se ha observado de
forma temprana una oxidacion de proteinas que precede a la peroxidacion lipidica
(Reinheckel y cols., 1998). Los estudios histolégicos realizados por Telek y
colaboradores han mostrado “in situ” signos de estrés oxidativo (Telek y cols.,
1999). En estos estudios histolégicos se observan focos de oxidacion asociados
con el infiltrado leucocitario ya a la hora, pero sobre todo a partir de las 2 h de la
induccién con taurocolato.

Puesto que hay evidencias de estrés oxidativo temprano en la pancreatitis
aguda, numerosos estudios han utilizado antioxidantes como posibles agentes
terapéuticos (Nonaka y cols., 1991; Du y cols., 2003; Sevillano y cols., 2003). Por
ejemplo, se han ensayado antioxidantes enzimaticos como la superéxido
dismutasa y la catalasa, con resultados positivos tanto por separado como en
tratamientos conjuntos (Sanfey y cols., 1984; Guice y cols., 1986; Koiwai y cols.,
1989; Gough y cols., 1990).
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3. DEPLECION DE GLUTATION Y PANCREATITIS
AGUDA.

Los niveles de glutation, que es uno de los principales antioxidantes no
enzimaticos intracelulares, caen marcadamente durante la pancreatitis aguda
inducida por taurocolato (figura 25). Los valores descienden ya en la primera
media hora hasta aproximadamente la mitad de los valores control. En la
pancreatitis con ceruleina en ratas se produce un descenso del 83,5% (figura 31).
En ratones, la pancreatitis aguda inducida con ceruleina produce una deplecion
del 72% (figura 40). En estudios pioneros utilizando el modelo de pancreatitis
aguda inducida con ceruleina en ratones, se observo una deplecidon muy severa
de glutation total (GSH+GSSG) hasta alcanzar el 17% de los valores normales,
expresando los valores por gramo de tejido (Neuschwander-Tetri y cols., 1992).
Es interesante destacar que el ATP pancreatico, necesario para la sintesis de
glutation, descendia coincidiendo en tiempo con la deplecion de glutation. Los
valores tan bajos alcanzados, que pueden ser incompatibles con la vida de la
célula, podrian indicar que el tejido estudiado es en gran parte tejido necrético.
Ademas, el pancreas sufre inflamacion y el consecuente edema hace que
aumente de peso, de forma que la expresion de los niveles de glutatién por gramo
de tejido resulta en valores todavia mas bajos. EI modelo utilizado en estos
estudios es similar al de ceruleina en ratones de la presente tesis, pero se mide el
GSH a la hora del ultimo pinchazo, encontrando valores ligeramente mas bajos.
Después de sufrir el nivel mas bajo a la hora, se recupera el glutation hasta
restablecerse por completo a las 48 h (Neuschwander-Tetri y cols., 1992).

A concentraciones bajas de ceruleina —analogas a las fisiologicas de CCK-
se encuentra también deplecion de glutation (Niederau y cols., 1989), indicando
que la deplecion de glutation puede producirse directamente por la ceruleina
ademas de indirectamente por los efectos derivados del dano tisular en la
pancreatitis aguda. Por tanto, se observa una deplecién muy marcada tanto con
ceruleina como con taurocolato, a pesar que este ultimo es un modelo mas
severo. En el caso de la ceruleina debe tenerse en cuenta la “dilucion” de GSH
que produce el edema asociado al modelo.

Como sucede con el estrés oxidativo, la deplecién de glutation “per se” no
es capaz de producir una pancreatitis aguda, ya que no aparece en modelos de
deplecion prolongada de glutation (Martensson y cols., 1990) ni al disminuir el
glutation pancreatico (Luthen y cols., 1994).

No obstante, la gran importancia del mantenimiento de unos niveles
adecuados de glutation se ha demostrado al inhibir su sintesis mediante la L-
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butionina-(S, R)-sulfoximina, que es un inhibidor especifico de la y-GCS. Al
deplecionar los niveles de glutation e inducir pancreatitis aguda nos encontramos
con una mortalidad casi total, por un aumento de la severidad de la enfermedad
en el modelo de perfusion de glicodesoxicdlico y estimulacion con ceruleina
(Alsfasser y cols., 2002). Clinicamente se ha relacionado el estatus de glutation
en plasma con la severidad de la enfermedad, asi como determinados
polimorfismos en la glutation transferasa (Rahman y cols., 2004). Por otro lado, la
reposicion de los niveles de glutation mediante la administracidon de glutation éster
en la pancreatitis aguda inducida por ceruleina previene las evidencias
histolégicas de dafo pancreatico, disminuyendo la necrosis y la inflamacion
(Neuschwander-Tetri y cols., 1992).

Esta bien establecido pues que el glutation sufre una deplecion marcada en
la pancreatitis aguda, y que esta deplecion repercute en la gravedad de la
enfermedad, pero los mecanismos que causan la deplecion son todavia
desconocidos. El objetivo de la presente tesis ha sido investigar estos
mecanismos que causan deplecion severa de glutation en la pancreatitis aguda.

El cociente glutation oxidado/glutation reducido es un indice de estrés
oxidativo ampliamente utilizado (Asensi y cols., 1999). En condiciones de estrés
oxidativo, el glutation se oxida mediante la glutation peroxidasa formando el
GSSG. La glutation reductasa reduce el GSSG restituyendo el GSH. En
condiciones fisiolégicas, encontramos una relacién entre GSH y GSSG que varia
de 10 a 100, y pequefios cambios en la cantidad de GSH se transforman en
grandes cambios de GSSG (Kosower y Kosower, 1978; Asensi y cols., 1999). En
la pancreatitis aguda, estudios previos realizados por nuestro grupo muestran una
moderada oxidacion del glutation pancreatico significativa a partir de las 3 h
después de la induccion de la pancreatitis. Sin embargo, esta elevacion de los
niveles de GSSG no concuerda en tiempo ni en intensidad con la deplecién de
glutation, ya que a la media hora de induccion hay evidencias experimentales que
muestran inequivocamente deplecion de glutation como ya se ha comentado. Por
tanto, la intensa deplecion de glutation que se produce en los estadios tempranos
de la enfermedad no se explica por la oxidacion del mismo, porque el aumento de
GSSG es mas tardio y de baja intensidad.

En el estudio de Neuschwander-Tetri y colaboradores se midieron los
niveles de glutation total, sin diferenciar GSH de GSSG (Neuschwander-Tetri y
cols., 1992). La caida marcada de glutation total observada por estos autores
concuerda con que no existe una importante oxidacién de GSH inicialmente. Si la
pérdida de glutation reducido fuese debida a una oxidacion del mismo, no se
produciria una caida tan marcada en el glutation total (GSH+GSSG), puesto que
se incrementaria el GSSG. No obstante, parte del GSSG formado podria perderse
al salir de las células. Otros autores también han observado deplecion de glutation
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pancreatico sin ver aumentos asociados de GSSG (Rau y cols., 2000; Kruse y
cols., 2001).

La disminucion de glutation parece por tanto independiente del estrés
oxidativo que ocurre en la pancreatitis aguda, pero podria agravar el dafo
oxidativo al no cumplir el GSH su papel como agente antioxidante. Ademas, se ha
sugerido que la ausencia de glutation puede contribuir al transporte anémalo de
granulos de zimoégeno y a la activacion prematura de enzimas pancreaticas
(Luthen y cols., 1995a; Yu y cols., 2002).

3.1. Déficit de sintesis de glutation en la pancreatitis aguda
severa.

Puesto que la oxidacion no parece ser responsable de la deplecién de
glutation, nos planteamos la hipotesis de que un déficit de la sintesis del mismo
durante la pancreatitis aguda podria contribuir a la deplecion. Como se detalla en
el apartado 5.2.1.5 de la Introduccién, en condiciones fisiolégicas la aportacion de
cisteina es el paso limitante para la sintesis del tripéptido. Sin embargo, la
reposicion de cisteina durante la pancreatitis no es capaz de prevenir la deplecion
del mismo (Neuschwander-Tetri y cols., 1994), ni produce mejoria a nivel
bioquimico o histolégico. Por tanto, la y-glutamil cisteina sintetasa, enzima
limitante de la sintesis, podria ser la causante de la deplecién y su papel todavia
no se ha estudiado en la pancreatitis aguda.

Determinamos la expresién de la subunidad catalitica y de la subunidad
reguladora de la enzima en el curso de la pancreatitis necrética inducida con
taurocolato, y en ambos casos encontramos que los niveles permanecen bajos
durante las primeras horas, a pesar de la intensa deplecion de glutation,
apreciandose un incremento significativo sélo a las seis horas de pancreatitis
aguda, y sin diferencias de expresion entre la cabeza y la cola del pancreas
(figuras 26 y 27). Mediante la técnica de inmunoprecipitacion de la cromatina
hemos detectado union de diversos factores de transcripcién a los promotores de
la subunidad catalitica y de la subunidad reguladora en la pancreatitis aguda
necrética. A 1 h post-induccidén, en el promotor de la subunidad catalitica se
produce una ligera unién de SP-1 y una union intensa de la RNA Pol Il. Alas 6 h
continda la unidon de la RNA Polimerasa Il y se produce una unién ligera de c-Myc
(figura 29A). Por otro lado, en el promotor de la subunidad reguladora se observa
una unién basal de NF-kxB, c-Jun, RNA Pol Il y c-Myc. A 1 h de la induccion de la
pancreatitis aguda se mantiene la union de c-Myc y de la RNA Pol Il. A las 6 h se
observa union muy intensa de c-Myc y unién menor de NF-xB y de la RNA Pol |l
(véase la figura 29B). La union de los factores de transcripcion estudiados podria
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ayudar al reclutamiento de la RNA Pol Il ya a la hora o incluso mas
tempranamente. Esta unién de la RNA Pol Il deberia suponer un aumento en la
expresion del gen, tanto de la subunidad catalitica como de la subunidad
reguladora, pero como hemos comentado este aumento no sucede. Podria ocurrir
que la RNA Pol Il permaneciese pausada en el promotor de ambos genes, pero
hemos demostrado que también existe unién de la enzima a los intrones de los
genes de la subunidad catalitica y de la reguladora, tanto a la hora como alas 2 h
de la pancreatitis (figuras 28A y 28B), lo que inequivocamente indica que la
polimerasa se encuentra transcribiendo los genes (Sandoval y cols., 2004).

El resultado final es que la cantidad de enzima GCS en pancreas
permanece inalterable en el curso de la pancreatitis aguda necrética inducida por
taurocolato (figura 30). Por tanto, en respuesta a la disminucion de los niveles de
glutation, el pancreas intenta elevar los niveles de GCS activando la maquinaria
de transcripcién, pero el aumento del mRNA soélo se produce de forma tardia y
leve, y no se traduce en un incremento de la expresién proteica. Esto sugiere por
un lado una falta de eficacia de la actividad transcripcional, y por otro un posible
mecanismo de control postranscripcional de este mensaje en estas
circunstancias. Por consiguiente, no se logra aumentar la cantidad de enzima y no
se puede hacer frente a la deplecidn de glutation.

Utilizando el modelo de pancreatitis edematosa inducida con ceruleina,
hemos estudiado la expresion de la subunidad catalitica de la GCS y la unién de
factores de transcripcion al promotor de dicho gen. Los resultados muestran una
induccion de la expresion de 10 veces con respecto al control (figura 32) y una
union intensa al promotor de NF-xB, SP-1, c-Myc y RNA pol Il (figura 33). Asi, en
la pancreatitis aguda edematosa se produce una induccion eficaz de la expresion
de la GCS en respuesta a la deplecion de glutatiéon, de forma diferente a la
pancreatitis aguda necrética donde se expresa de forma tardia e ineficaz. Por
tanto, cuando la pancreatitis es grave, la capacidad de expresion de la GCS tiene
el pancreas resulta completamente ineficaz y en consecuencia, el glutatidon
permanece disminuido mas tiempo.

3.2. MAP quinasas y deplecion de glutation en la
pancreatitis aguda.

A pesar de la diferente respuesta en la expresion de la GCS en los dos
modelos de pancreatitis aguda —necrotica y edematosa-, el glutation cae
inicialmente de forma dramatica y la expresion de la GCS no disminuye. Parece
pues que la GCS no es responsable de la deplecion temprana de GSH, aunque la
expresion ineficaz de la GCS podria explicar que los niveles de glutation no se
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repongan de manera eficiente y se mantengan bajos durante mas tiempo. Para
conocer los mecanismos de deplecion en el inicio de la enfermedad debemos
centrarnos en las primeras respuestas celulares que se producen en la
pancreatitis.

Por ello, hemos estudiado la activacion de las MAP quinasas, uno de los
principales mecanismos de sefalizacion intracelular implicados en procesos de
respuesta a estrés y a citoquinas, asi como de muerte celular (Viguerie y cols.,
1994; Wada y Penninger, 2004; Cakir y Ballinger, 2005). Las MAP quinasas
fosforilan a otras proteinas y factores de transcripcion amplificando la cascada
inflamatoria. En la presente Tesis se ha determinado la activacion de las tres
grandes familias de MAP quinasas mediante western blotting utilizando
anticuerpos especificos que se unen a las MAP quinasas bifosforiladas, ya que
ésa es su forma de activacion para adquirir capacidad quinasa.

Hemos observado que la MAP quinasa ERK en condiciones basales en
pancreas se encuentra poco fosforilada, y sufre una fosforilacion muy rapida e
intensa en sus dos isoformas, ERK 1 y de ERK 2, a la media hora de la induccion
de la pancreatitis con taurocolato. Posteriormente, se produce una disminucion
progresiva de la fosforilacion hasta llegar a valores similares a los del control a las
6 h de la induccion (figuras 34A, 34B y 34C). Las dos isoformas de la MAP
quinasa JNK -JNK1 y JNK2- se comportan de manera similar, pero su
fosforilacion basal es menor y su aumento, aunque intenso, es un poco menor
que el de ERK a la media hora de induccién. Los niveles de fosforilacién alcanzan
la normalidad antes, sin encontrar diferencias significativas con los niveles
basales a las 3 h de induccién (figuras 35A, 35B y 35C). Por ultimo, la activacion
de la MAP quinasa p38 en pancreas basalmente es casi indetectable, y sufre un
enorme aumento a la media hora de la induccion, que corresponde a un
incremento de casi el doble respecto a las otras MAP quinasas. De nuevo,
posteriormente se produce una disminucion progresiva de la activacion
alcanzando los valores normales a las tres y 6 h post-induccion (figura 36A vy
36B).

En el modelo de ceruleina es bien conocida la activacion de todas las MAP
quinasas en pancreas en los inicios de la induccion (Grady y cols., 1996; Wagner
y cols., 1999). Recientemente, se ha descrito también activacion pancreatica de
p38 y JNK en el modelo de taurocolato al 5% (Ren y cols., 2004). Estos autores
no detectan activaciéon temprana de JNK, aumentando sélo a las 12 h. Las
discrepancias entre estos autores y nuestro trabajo pueden deberse a que ellos
utilizaron un paso previo de inmunoprecipitacion tras el cual realizaron western
blotting con los anticuerpos contra las MAP quinasas fosforiladas, quizas
perdiendo sensibilidad en algunos puntos.
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Por tanto, en la pancreatitis aguda se produce una activacion generalizada
de las tres grandes familias de MAP quinasas en pancreas al inicio de la
enfermedad. Esta activacion podria contribuir a los procesos de inflamacion y de
estrés oxidativo tipicos de esta enfermedad, de forma que la inhibicion o
modulacion de la fosforilacion de las MAP quinasas podria suponer una
herramienta prometedora para el tratamiento etiopatogénico de la pancreatitis
aguda. Siguiendo esta hipétesis, diversos grupos han realizado experimentos con
resultados prometedores. Asi, se han utilizado inhibidores especificos de MAP
quinasas in vivo en la pancreatitis aguda inducida por ceruleina. La utilizacién de
un inhibidor de MEK, que fosforila a ERK, ocasiona una mejoria en la pancreatitis
con menor inflamacién y dafio histologico (Clemons y cols., 2002). La inhibicién
de JNK consigue mejores resultados que el inhibidor anterior, puesto que el
inhibidor empleado (SP600125) produce una inhibicion conjunta de JNK (90%) y
ERK (45%) (Minutoli y cols., 2004). Sin embargo, la activaciéon tan marcada de
p38 parece que tiene un efecto protector, ya que su inhibicion produce mas
edema y necrosis pancreatica, que no es tipica del modelo de pancreatitis de
ceruleina (Fleischer y cols., 2001).

Nuestro grupo ha demostrado recientemente que la inhibicién de la
produccion de TNF-a con pentoxifilina junto con la inhibicion de la xantina
oxidasa producen una disminucion de la respuesta inflamatoria sistémica, que se
traduce finalmente en una disminucion en la mortalidad de la pancreatitis aguda
inducida por taurocolato (Pereda y cols., 2004). En este modelo de pancreatitis,
se confirmé que la pentoxifilina es capaz de evitar el aumento de TNF-a en suero.
Ademas, se observé que la administracion de pentoxifilina era capaz de evitar la
deplecion de glutation en pancreas a las 6 h de induccidén de pancreatitis aguda,
efecto que no ocurria tras la administracion de oxipurinol, que inhibe la actividad
xantina oxidasa.

En la presente tesis, quisimos estudiar los mecanismos implicados en la
prevencion con pentoxifilina de la deplecion de glutatién en la pancreatitis aguda.
Puesto que la deplecion de glutation se produce muy rapidamente, en ella podrian
estar implicadas vias de sefializacion celular que actuan muy precozmente como
son las MAP quinasas. Estas proteinas se activan en las fases iniciales de la
pancreatitis (figuras 35, 36 y 37) y podrian estar involucradas en la rapida
deplecion de glutation. Estudiamos pues si el tratamiento con pentoxifilina, con
oxipurinol o con ambos farmacos a la vez, eran capaces de modular la activaciéon
de las tres familias mas importantes de MAP quinasas. Tomamos como punto de
estudio la media hora de induccion, puesto que era el momento de mayor
activacion de las MAP quinasas, y ademas en ese momento finaliza el tratamiento
con estos farmacos, que se administran por via intravenosa.
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Mediante técnicas de western blot hemos observado que la activacion de
ERK se ve significativamente disminuida a la media hora de induccion de
pancreatitis aguda tras el tratamiento con pentoxifilina, y tras el tratamiento
combinado de oxipurinol y pentoxifilina. Sin embargo, la inhibicion de la xantina
oxidasa mediante oxipurinol no evita la activacion de ERK que sucede en la
pancreatitis aguda (figura 37). Para JNK hemos observado una situacion similar,
es decir, de nuevo la pentoxifilina asi como el tratamiento combinado son capaces
de inhibir su fosforilacion, pero el oxipurinol se muestra ineficaz (figura 38). En
cambio, la fosforilacion de p38 es inhibida mediante el oxipurinol, y no por la
pentoxifilina (figura 39).

Por tanto, el tratamiento combinado con ambos farmacos inhibe
simultdneamente la fosforilacion de las tres grandes familias de MAP quinasas. La
xantina oxidasa parece entonces implicada en la activacion de p38, mientras que
el TNF—a jugaria un papel clave en la activacion de ERK y JNK. Nuestros
resultados correspondientes a p38 parecen ir en contra de otros mencionados
anteriormente, ya que la inhibicion selectiva de p38 se ha mostrado perjudicial a
nivel local, aumentando la inflamacion y la necrosis pancreatica (Fleischer y cols.,
2001). Los inhibidores de p38 utilizados en este trabajo de Fleischer y
colaboradores son mas potentes y selectivos que el oxipurinol, y no influyen sobre
la capacidad de la xantina oxidasa como fuente de radicales libres. No obstante,
apoya nuestros resultados la hipdtesis de que la inhibicion de p38 a nivel
sisttmico puede ser beneficiosa (Yang y cols., 1998b), y los hallazgos
beneficiosos atribuidos al oxipurinol por el grupo de Closa y colaboradores (Folch
y cols.,, 1998). La xantina oxidasa genera grandes cantidades de radical
superoéxido en el pulmon, dada la gran cantidad de O, que se encuentra en las
vias aéreas (Granell y cols., 2004c). A través de la activacion de p38, la xantina
oxidasa podria ejercer alguno los efectos nocivos que se le han atribuido, como
por ejemplo la generacion y externalizacion de moléculas de adhesion. De hecho,
la capacidad de la xantina oxidasa de activar p38 se ha descrito también en otras
situaciones muy diferentes, como sucede en musculo estriado tras el ejercicio
agotador. La fosforilacion de p38 se revierte en este caso mediante alopurinol,
que inhibe especificamente la xantina oxidasa (Gomez-Cabrera y cols., 2005).

Puesto que la pentoxifilina es capaz de evitar la deplecién de glutation
ademas de inhibir la produccion de TNF-a y la activacién de ERK y JNK, podria
haber una relacion entre el TNF-a, estas MAP quinasas y la deplecion de
glutation.

Por consiguiente, nos planteamos si la deplecion de glutation estaba
relacionada con el TNF-a, y que a su vez, el TNF-a fuese el responsable de la
activacion de ERK y de JNK. Para responder a esta pregunta utilizamos ratones
deficientes en los receptores de TNF-a y ratones deficientes en el propio TNF-a.
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Puesto que en ratones es inviable la induccién de pancreatitis con taurocolato,
realizamos el modelo de ceruleina como se describe en el apartado 2.2 de
Materiales y Métodos. A pesar de las diferencias entre ambos modelos, el modelo
de ceruleina en ratones es mas agresivo, produce necrosis celular y marcada
deplecion de glutation en pancreas, tiene efectos sistémicos con afectacion
pulmonar (Niederau y cols., 1985; Fink y cols., 1997) (figura 40).

Tras la administracion de ceruleina a ratones deficientes en receptores 1 o
en receptores 2 del TNF-a, hemos observado una deplecién de glutatiéon en
pancreas en ambos casos similar a la que se produce en ratones controles wild
type (figura 40). Para descartar que fuera suficiente la presencia de uno solo de
los receptores para mantener el efecto del TNF-a, decidimos estudiar la deplecion
de GSH en los ratones deficientes en el gen del propio TNF-a, obteniendo en este
caso el mismo resultado. En efecto, la deplecion de GSH que sufren los ratones
knockout de TNF-a es marcada y no presenta diferencias con la sufrida por los
ratones controles wild type (figura 41). Se ha descrito que en ratones deficientes
del receptor tipo 1 de TNF—a se produce una pancreatitis mas leve que en ratones
control (Denham y cols., 1997), y los resultados se asocian a una menor
respuesta sistémica, con menores valores de IL-6. Sin embargo, tras los
resultados obtenidos con los ratones knockout, los mecanismos directamente
relacionados con el TNF-a no parecen ser responsables de la deplecién de
glutation pancreatico. Por tanto, la pentoxifilina evita la deplecion de glutatiéon a
través de otras vias que no implican la inhibicion de la producciéon de TNF—-a. En
estas otras vias las MAP quinasas podrian tener un papel importante, puesto que
la pentoxifilina es capaz de inhibir la activacion de ERK y JNK en pancreas tras la
pancreatitis aguda (figuras 37 y 38).

Para estudiar la importancia de las MAP quinasas, y en concreto de ERK 'y
de JNK, en la deplecién de glutatién producida por taurocolato, aislamos acinos
pancreaticos de rata y pusimos a punto un modelo in vitro de deplecion de
glutation inducida por taurocolato. Esta disminucion de glutatién inducida por
taurocolato en células acinares se previene con un inhibidor especifico de MEK,
que fosforila a ERK. El inhibidor de JNK previene también, pero con menor
intensidad. Por tanto, las MAP quinasas en la pancreatitis tienen un papel
relevante y parecen estar involucradas en la deplecién de glutation.

Sin embargo, el modelo del cultivo primario de acinos pancreaticos puede
cuestionarse, porque en el proceso de aislamiento de los acinos pancreaticos
éstos se estresan y se llegan a dafar. Por ello, se produce activacién de las MAP
quinasas, evidenciadas por fosforilacion de ERK y JNK, en el proceso de
extraccion y aislamiento de los acinos pancreaticos (figuras 44A y 44B). Ademas,
nos encontramos con valores de glutation en acinos pancreaticos recién aislados
de 4,2+0,9 nmol/mg proteina (figura 42), mientras que el pancreas fresco tiene un
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valor de glutation de 14,4+0,3 nmol/mg proteina (Gomez-Cambronero y cols.,
2000). Por estos motivos, pensamos que el modelo in vitro de las células acinares
aisladas del pancreas de rata no es un buen modelo para estudiar la deplecion de
glutation.

Las dificultades que presenta el estudio de los acinos pancreaticos, como la
imposibilidad de aislar acinos sin que sufran pérdida de glutation, la activacidon de
las MAP quinasas basalmente y la utilizacion de un animal para solo cuatro
condiciones experimentales, nos forzé a la utilizacion de las células acinares
AR42J, que proceden de cancer exocrino de rata y suponen una buena
aproximacion al estudio de las células acinares pancreaticas in vitro (Christophe,
1994). El glutation en estas células esta en alta concentracion, y a pesar de
presentar variaciones segun el pase en que se encuentran las células (figura 45),
el efecto del taurocolato es reproducible en los diferentes pases y se pueden
expresar los valores como porcentaje con respecto al control.

Para hallar unas condiciones in vitro que puedan asemejarse a la deplecion
de GSH que sucede in vivo en la pancreatitis aguda, estudiamos el efecto del
taurocolato a diferentes concentraciones sobre los niveles de glutation en células
AR42J en cultivo (figura 46). Hemos observado que el taurocolato produce una
deplecion de glutation que es dosis dependiente, encontrando una deplecion de
glutation similar a la situacion in vivo con la dosis de 0,5%. También estudiamos
los efectos del taurocolato al 0,5% a diferentes tiempos de incubacion (figura 47).
Observamos que utilizando la concentracién de 0,5% se producia una deplecién
de GSH de un 32% con respecto al control tras una hora de incubacion. En estas
condiciones ensayamos inhibidores de MAP quinasas, que podian revelar el
mecanismo de deplecion de la glutation inducida por taurocolato en estas células.

Las células AR42J nos permiten ensayar numerosos inhibidores que nos
clarifican el papel de ERK y JNK en la deplecion de GSH. El inhibidor especifico
de MEK, 1/2 quinasa que fosforila a ERK, previene significativamente de nuevo la
caida de glutation que causa el taurocolato (figura 48). Utilizando un péptido
permeable inhibidor especifico de ERK encontramos la misma prevencion,
confirmando que la depleciéon de glutation es dependiente de la activacion de
MEK y de ERK. Esta MAP quinasa fosforilaria una o varias proteinas causando
deplecion intracelular de glutation. La prevencién que produce el inhibidor de MEK
1/2 no varia con la adicion de actinomicina D, inhibidor de la sintesis de proteinas,
lo que indica que el efecto de ERK esta mediado directamente por fosforilacion de
proteinas y no depende de la sintesis de nuevas proteinas por parte de la célula.
La inhibicién de JNK no previene de forma significativa la depleciéon de glutation
en las células AR42J. Cuando se combinan ambos inhibidores — el de MEK 1/2 y
el de JNK — encontramos un efecto ligeramente mayor que al utilizar el de MEK
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en solitario (figura 48), y esto puede ser debido a que el inhibidor de JNK potencia
la inhibicién de ERK.

De acuerdo con nuestros resultados obtenidos en las células AR42J, varios
estudios han observado efectos beneficiosos en las células pancreaticas en el
modelo de ceruleina tras la inhibicion de ERK. Asi, la inhibicién in vivo de la via de
ERK supone menor dafio histolégico y menor infiltrado inflamatorio en pancreas
(Clemons y cols., 2002; Minutoli y cols., 2004). Ademas, la inhibicidén conjunta de
JNK 'y ERK disminuye la expresion de ICAM-1 y el TNF-a en el pancreas (Minutoli
y cols., 2004).

La inhibicién de p38 no afecta a los niveles de glutatién en las células
AR42J incubadas con taurocolato. Por tanto, estos hallazgos indican que la
inhibicion de p38 a nivel local en pancreas no previene la deplecién de glutation
en la pancreatitis aguda. Incluso se ha descrito que su inhibicién puede ser
perjudicial a nivel local, ya que el bloqueo de p38 in vivo aumenta la necrosis y los
niveles de tripsina en pancreas (Fleischer y cols., 2001).

Mediante técnicas de western blot, hemos observado una intensa
fosforilacion de ERK en células AR42J incubadas con taurocolato al 0,5% durante
una hora. La preincubacion con PD 98059, inhibidor especifico de MEK, es capaz
de inhibir la fosforilacién de ERK de manera significativa y marcada, pero no de
forma total, lo que puede explicar que la prevencion de la deplecién de GSH no
sea completa al utilizar este inhibidor.

3.3. Proteasas y deplecion de GSH inducida por taurocolato.

Hace mas de 100 afos Chiari sugirié que la pancreatitis es una enfermedad
debida al dafo que causan las enzimas que en condiciones normales produce y
secreta el pancreas (Chiari, 1896). Muchos esfuerzos se han centrado en el
estudio de la activacién prematura de estas enzimas. La enzima mas estudiada
en la pancreatitis ha sido la tripsina, que se activa de forma temprana al inicio de
la enfermedad (Van Acker y cols., 2002), pero otras proteasas también han
mostrado un papel importante en la pancreatitis aguda (Kruse y cols., 1999).

El estudio del efecto de la inhibicién de las proteasas en la deplecién de
glutation producida por el taurocolato se ha realizado utilizando un céctel
comercial que incluye inhibidores para un amplio rango de proteasas. Este céctel
evita la deplecién de glutation de manera practicamente completa en las células
AR42J. Ensayando cada componente por separado a la misma concentracion que
se encuentra en el coctel, hemos observado que la prevencion se debe al
compuesto AEBSF. Esta molécula inhibe de forma irreversible las serin
proteasas, y es menos téxico y mas soluble en agua que el clasico inhibidor de
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serin proteasas PMSF, por eso se puede utilizar en células cultivadas. El AEBSF
reacciona covalentemente con las serinas del centro activo de las proteasas
(Schuchard y cols., 2005), inhibiendo enzimas como la tripsina, quimotripsina,
calicreina, plasmina, trombina, y proteasas relacionadas con enzimas
tromboliticas. También inhibe cistein proteasas como la papaina.

Se ha descrito que el AEBSF inhibe la activacion de la tripsina y la
activacion de NF-xB asociada a la estimulacion de las células acinares
pancreaticas con ceruleina (Hietaranta y cols., 2001). Ademas, causa una re-
distribucion de la F-actina que cambia la morfologia de las células AR42J (Singh y
cols., 2001). No obstante, se ha cuestionado el papel de las serin proteasas en la
redistribucién de la F-actina, puesto que otros inhibidores de serin proteasas no
producen este efecto (Otani y cols., 2003). La inhibicién que produce el AEBSF
abarca una gama muy amplia de proteasas conocidas, pero también podria
afectar a proteasas todavia desconocidas implicadas en la deplecidn de glutation
por taurocolato. Se ha descrito que el AEBSF tiene capacidad de inhibir la
NADPH oxidasa, tipica fuente de radicales libres, en macréfagos aislados
(IC50=0,87 mM) (Diatchuk y cols., 1997). Ningun otro inhibidor clasico de serin
proteasas posee esta caracteristica. No obstante, el AEBSF no es capaz de
capturar radicales libres, de forma que no actua como antioxidante (Diatchuk y
cols., 1997).

Ademas de prevenir la deplecion de glutation, el AEBSF disminuye
significativamente la mortalidad inducida por taurocolato en las células AR42J
(figura 50) Ningun otro de los inhibidores de proteasas ensayados es capaz de
evitar la deplecion de glutation inducida por taurocolato, a pesar de que la
leupeptina y la aprotinina son también inhibidores de serin proteasas y por tanto,
capaces de inhibir la tripsina, quimotripsina, calicreina, plasmina y trombina.
Ademas, ni el inhibidor de cistein proteasas E64, ni la pepstatina A, que es
inhibidora de aspartato proteasas, ni la bestatina como inhibidora de
aminopeptidasas y metaloproteinasas, tienen capacidad de revertir la deplecion
de glutatién. Cabe pensar por tanto que la prevencién de la deplecion de GSH por
AEBSF no es un fendmeno asociado a la inhibicion de una amplia gama de serin
proteasas, sino mas bien a la inhibicidon de una proteasa o peptidasa no afectada
por otros inhibidores. Ademas, las proteasas mas comunes, como la tripsina y la
quimotripsina, se inhiben con otros componentes del coctel, y por ello no parecen
estar implicadas en la deplecion de glutatiéon producida por taurocolato.

Los lisosomas, que en la pancreatitis aguda colocalizan con los granulos de
zimégeno (Koike y cols., 1982), podrian tener un papel en la deplecion de
glutation degradandolo. Sin embargo, la preincubacién con monensina, que es un
ionéforo que neutraliza el pH acido necesario para el correcto funcionamiento de
las proteasas lisosomales, y 3-metiladenina, que es un inhibidor de la autofagia
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celular, no afecta la disminucién de los niveles de glutation inducida por
taurocolato. Por tanto, estos resultados sugieren que los lisosomas no son
responsables de esta deplecion en las células AR42J (figura 51). El proteasoma,
que en condiciones normales degrada las proteinas ubiquitinadas en la célula,
podria estar implicado en la degradacién de glutation, a pesar de que el GSH
tiene un enlace y-glutamilo resistente a las peptidasas habituales de la célula. Sin
embargo, la inhibicién del proteasoma mediante lactacistina no evita la deplecion
de glutation (figura 51). En consecuencia, nuestros resultados apuntan a que la
deplecion de GSH podria deberse a una proteasa o peptidasa no lisosomal
inhibida por AEBSF.

Para determinar si la deplecion de glutation inducida por taurocolato es
proceso dependiente de calcio, utilizamos BAPTA-AM, un quelante especifico que
depleciona de calcio libre el interior de la célula evitando que aumente. Los
niveles de glutation tras la incubacion con taurocolato se mantuvieron bajos en las
células AR42J en presencia de BAPTA-AM, descartando el papel del calcio en la
deplecion de GSH. Sin embargo, el BAPTA-AM evito la pérdida de proteina por
placa, indicando que el calcio puede tener un papel primordial en la mortalidad
celular inducida por taurocolato. La entrada masiva de calcio en la célula es un
fendmeno que precede a la necrosis y es uno de los mas potentes inductores y
mediadores de la muerte celular (Yoshioka y cols., 2000). Asi, la retirada del
calcio del medio o el bloqueo de los canales especificos del mismo protege a la
célula frente a la muerte por necrosis.

También quisimos descartar que la pérdida de glutation inducida por
taurocolato fuera debida a la y—glutamil transpeptidasa, unica enzima descrita
hasta la fecha capaz de hidrolizar el glutation y que esta situada en la cara
externa de la membrana celular (Meister y Anderson, 1983). Tanto en las células
AR42J como en el pancreas se observa una actividad significativa de la
y—glutamil transpeptidasa (Chobert y cols., 1996). Los experimentos realizados
utilizando acivicina, inhibidor especifico de la y-glutamil transpeptidasa, no
mostraron cambios significativos en los niveles de GSH deplecionados por
taurocolato (figura 52), descartando por tanto un papel relevante de esta enzima
en la deplecion.

El estudio mediante microscopia confocal utilizando fluorocromos
especificos para visualizar el contenido en glutation, nos confirma los resultados
obtenidos anteriormente con AEBSF. Se observa una disminucion de la
fluorescencia del monoclorobimano, que nos indica los niveles de glutation, al
tratar las células con taurocolato. La incubacion con AEBSF previene la pérdida
de fluorescencia dependiente de glutation. Estos resultados concuerdan con la
determinacién espectofotométrica de GSH en las células AR42J (figura 50).
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3.4. Deplecion de glutation y muerte celular inducida por
taurocolato.

Por ultimo, y para estudiar la relacion entre el glutation y el tipo de muerte
celular, hemos medido la actividad LDH, propia del citoplasma, en el medio de
cultivo tras la incubacion con taurocolato y el inhibidor AEBSF (figura 54). La
comparacion de la actividad LDH del medio en células incubadas con taurocolato
con respecto a un lisado celular obtenido mediante sonicacién, nos muestra que
existe una gran liberacién de LDH al medio, correspondiendo aproximadamente a
un 50% del lisado celular. EI AEBSF disminuye de manera significativa la
actividad LDH del medio hasta un 39%. Ademas, el AEBSF aumenta la cantidad
de proteina que queda en la placa tras la incubacion con taurocolato (figura 55).
Estos resultados nos demuestran que la mortalidad debida al taurocolato 0,5% es
elevada, con una liberacion de LDH propia de la necrosis, y que el AEBSF
disminuye la muerte por necrosis inducida por taurocolato en las células AR42J.

La adicién de taurocolato supone una alta mortalidad de las células AR42J
por necrosis, tal y como se observa por el aumento de células tefidas con ioduro
de propidio en la microscopia confocal. Sin embargo, no se aprecia tincién
significativa con la anexina V que mide la externalizacion de la fosfatidilserina
caracteristica de la apoptosis.

En la incubacion de las células AR42J con taurocolato y AEBSF se observa
una disminucion de la mortalidad por necrosis, confirmando lo observado
midiendo la actividad LDH extracelular. Por tanto, el aumento de glutation en las
células AR42J se acompana con menor mortalidad por necrosis. El AEBSF podria
evitar la deplecion de glutation que sufririan estas células y asi aumentar la
supervivencia de la célula.

De hecho, los niveles de glutatién pueden regular la muerte celular in vitro.
Las células que son incapaces de producir glutation mantienen su capacidad de
divisién y supervivencia al afiadir al medio de cultivo GSH, pero expresan
mediadores de apoptosis y mueren tras la retirada del glutatiéon (EI Mahdani y
cols., 2000). Y esta bien establecido que la deplecion de glutatién sensibiliza la
célula a los agentes agresores que causan mortalidad celular por necrosis (Satoh
y cols., 2005), ademas de agravar la pancreatitis (Alsfasser y cols., 2002).
Asimismo, se ha observado en diferentes estudios que la deplecion de glutatién
aumenta la mortalidad celular por necrosis, disminuyendo la mortalidad por
apoptosis tras una agresion toxica (Troyano y cols., 2003; Vairetti y cols., 2005).

Se ha observado que la pancreatitis aguda severa esta fundamentalmente
asociada a la necrosis, mientras que la mortalidad celular en la pancreatitis aguda
leve estd asociada a la apoptosis, con un bajo porcentaje de necrosis (Kaiser y
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cols., 1995; Gukovskaya y cols., 1996). La modulacién de la mortalidad celular
pancreatica en el desarrollo de la pancreatitis aguda es de gran importancia,
puesto que puede tener repercusion en la respuesta inflamatoria y por tanto, en la
gravedad y posterior mortalidad de la enfermedad.

En nuestro modelo in vitro con células AR42J incubadas con taurocolato, se
produce una intensa y temprana activacion de ERK que podria fosforilar a
factores de transcripcidn y otras proteinas. La inhibicion de la via de ERK evita en
gran medida la deplecion de glutation que causa el taurocolato,
independientemente de la respuesta génica de la célula. El tratamiento con
AEBSF previene de forma eficaz la deplecion de glutation, disminuyendo la
sensibilidad de la célula a la necrosis producida por taurocolato y aumentando la
muerte por apoptosis, que conlleva menor severidad de la pancreatitis aguda.

Nuestros resultados sugieren que una proteasa o peptidasa no lisosomal
calcio-independiente inhibible por AEBSF y activada por MAP quinasas es la
responsable de la deplecion de glutation causada por taurocolato. La modulacion
de los niveles de glutation influye sobre el tipo de mortalidad celular que produce
el taurocolato, pudiendo transformar la muerte por necrosis en apoptosis, con la
consiguiente reduccion del componente inflamatorio.
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En el estudio de los mecanismos responsables de la deplecion de glutation
en el pancreas en la pancreatitis aguda experimental, se han obtenido las
siguientes conclusiones:

1.-

En la pancreatitis aguda necrética inducida con taurocolato en ratas se
produce una depleciéon severa y precoz de glutation reducido en el
tejido pancreatico. Esta deplecion se mantiene durante al menos nueve
horas tras la induccion de la pancreatitis.

Se observa una induccién ineficaz de la y-glutamil cisteina sintetasa en
pancreas durante la pancreatitis aguda severa que podria contribuir a la
deplecion mantenida de glutation. En la pancreatitis aguda necrética
inducida con taurocolato no aumenta la expresion de las subunidades
de la y-glutamil cisteina sintetasa durante las primeras horas, a pesar de
la unién de la ARN polimerasa Il tanto a los promotores como a los
exones de los genes que codifican las subunidades de esta enzima. Sin
embargo, en la pancreatitis aguda edematosa inducida en ratas con
ceruleina se produce de forma precoz un gran aumento en la expresion
de la subunidad catalitica de la y-glutamil cisteina sintetasa. Esta
marcada induccion se debe principalmente a la union de los factores de
transcripcion NF-xB, SP-1 y c-Myc al promotor.

En la pancreatitis aguda experimental inducida con taurocolato se
produce de forma temprana un aumento en la fosforilacion de las
quinasas ERK 1/2, JNK y p38 en el pancreas. Posteriormente,
desciende progresivamente la fosforilacion de las mismas hasta
alcanzar niveles semejantes al control a las seis horas tras la induccion.
El tratamiento con pentoxifilina previene la fosforilacion de ERK 1/2 y de
JNK, mientras que el oxipurinol previene la fosforilacion de p38. El
tratamiento combinado con pentoxifiina y oxipurinol previene
simultaneamente la fosforilacion de las tres principales familias de MAP
quinasas.

El TNF-a no tiene un papel significativo en la deplecion de glutation en
la pancreatitis aguda dado que la deplecion de glutation asociada a la
pancreatitis aguda inducida por ceruleina se produce tanto en ratones
control wild type como en ratones knockout de TNF-a o de los
receptores de TNF-a.
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5.- La inhibicién de la via de ERK previene la deplecion de glutation
inducida con taurocolato in vitro tanto en células acinares como en
células AR42J. No obstante, JNK y p38 no influyen significativamente
en esta deplecién de glutation.

6.- EIl inhibidor de proteasas AEBSF previene la deplecién de glutation
inducida por taurocolato en células AR42J. Sin embargo, las proteasas
lisosomales, el proteasoma, el calcio y la y-glutamil transpeptidasa no
juegan un papel significativo en la deplecién de glutation.

7.- EI AEBSF, inhibidor de la deplecion de glutation, disminuye la necrosis
inducida por taurocolato en células AR42J, aumentando la muerte
celular por apoptosis.

En base a estas conclusiones, nuestros resultados sugieren que la
deplecion de glutation en pancreas en la pancreatitis aguda se debe a una
proteasa o peptidasa no lisosomal dependiente de MAP quinasas, no dependiente
de calcio e inhibible por AEBSF.
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