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Introduccioén

1.1. EL PANCREAS EXOCRINO

1.1.1. Pancreas exocrino: localizacién, morfologia y funcionalidad

El pancreas (nav todo, kpéag carne) es un drgano de situacion retroperitoneal, aspecto
gris rojizo y consistencia mas o menos dura. De unos 20 centimetros de longitud, posee una
forma plana y alargada, adaptandose de esta manera a los drganos vecinos. El pancreas cruza
el abdomen por el lado izquierdo a la altura de la primera vértebra lumbar, desde el bazo hasta
las asas duodenales, por detras del estdmago; de ahi que escape al examen fisico directo. En él
se distinguen la cabeza (caput), el cuerpo (corpus) y la cola (cauda). El conducto pancreatico
principal o de Wirsung es el que drena la mayor parte de la glandula hacia la luz duodenal. Sin
embargo, en algunas especies animales existe un conducto pancreatico secundario o de
Santorini, que vierte al duodeno por una pequena caruncula accesoria (Figura 1) (Tresguerres,
1992; Netter, 1994; Pocock y cols., 2005).

Conducto pancreatico principal

'-_\ (de Wirsung)

Duodeno

i Estomago
Higado

Pancreas

Intestino grueso Intestino delgado

Conducto pancreatico
secundario (de Santorini)

Fig. 1. Localizacion y detalle anatémico del pancreas

(Modificado de: Medline Plus Medical Encyclopedia Image)

De funcién glandular mixta, el pancreas posee una rica inervacion extrinseca, tanto
simpatica como parasimpatica, y un sistema vascular que interrelaciona intimamente sus partes
endocrina y exocrina. De esta forma, se genera un tipo de sistema porta en el que la parte
exocrina recibe sangre rica en hormonas pancreaticas procedentes de la parte endocrina,
guedando justificada la estrecha conexion funcional entre ambas (Tresguerres, 1992). Por su
parte, los conductos linfaticos del pancreas confluyen desde el interior de la glandula hasta su
superficie. En los puntos donde el drgano entra en intimo contacto con la pared abdominal

exterior u otras estructuras retroperitoneales, tales como el duodeno, existen conexiones
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linfaticas directas. Esto podria explicar la rapida propagacion de carcinoma o infecciones desde

el pancreas a otras estructuras (Netter, 1994).

La porcidon pancreatica exocrina aparece como la tipica glandula tdbulo-alveolar de
disposicion intralobulillar, fuertemente ramificada. Su estructura secretora basica es el acino,
compuesto por 20-50 células acinares de forma piramidal que se disponen en monocapa en
torno a un Unico conducto terminal o intercalado. En él se vierten las enzimas digestivas que,
conducidas a través del sistema ductal y junto con la porcion hidroelectrolitica sintetizada en las
sucesivas ramas del mismo, llegaran a la segunda porcion del duodeno para facilitar la digestion

de los alimentos (Tresguerres, 1992; Lizarazo, 2008) (Figura 2).

Lumen acinar

Exocitosis —Jr—;-"-*‘ *:J:'

Vesicula de
almacenamiento

Vesicula secretora

J\ Poro
1 nuclear
|

\

Vesicula secretora en formacién con |
granulos de zimégeno /

Vesiculas de Golgi

Reticulo endoplasmico rugoso

Membrana
externa
{h) nuclear

=—— Célula

Conductillo

P Acino
Conducto pancreatico al

intestino Lumen del acino

Fig. 2. Detalle de célula acinar y acino pancreatico
(Madificado de: Lodish y cols., 2000)
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Introduccioén

1.1.2. La célula acinar: caracteristicas de su funcién secretora

Las células acinares suponen mas del 80% del volumen total del pancreas (Kelley,
1992; Pocock y cols., 2005) y se caracterizan por una marcada polarizacion en su citoplasma,
siendo éste basdfilo en la region basal y acidofilo en la apical, donde se almacenan los granulos

de zimdgeno (Ross, 2011). Realizan las siguientes tres actividades fundamentales:

*= La admision de materias primas especificas, principalmente aminoacidos.

* La sintesis de precursores enzimaticos.

» La secrecion de los mismos a los sistemas digestivo y circulatorio (Opitz y cols.,
1967).

De esta forma, los aminoacidos procedentes de la sangre atraviesan la matriz
citoplasmatica hasta el nucleo y el reticulo endoplasmatico, donde son transformados en
enzimas. Tras su migracion a la region apical, éstas quedaran incluidas por millares en cuerpos
lipoproteicos segregados por el aparato de Golgi, conformandose asi los granulos de zimoégeno
(Opitz y cols., 1967) (Fig. 2). Precisamente este caracteristico almacenamiento de los
zimdgenos, asi como la sintesis adicional de proenzimas inactivas o la presencia parenquimatica
de inhibidores de tripsina, son algunos de los mecanismos que evitan el fendmeno de

autodigestion en la glandula (Opitz y cols., 1967; Tresguerres, 1992; Lizarazo, 2008).

Las enzimas pancredticas se comportan como hidrolasas y se clasifican en base a la
molécula sustrato, tal y como muestra la Tabla 1:

Lipasa
Colinesterasa
Lecitinasa

l. Esterasas

. a- amilasa
I1. Glucosidasas B- amilasa
Tripsinégeno
Quimiotripsinégeno
1. Peptidasas Procarboxipeptidasa
Colagenasa
Elastasa

Desoxirribonucleasa
Ribonucleasa

V. Nucleasas

V. Fosfatasa Fosfatasa alcalina

Tabla 1. Enzimas pancreaticas
(Tomada de: Opitz y cols., 1967)
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Se calcula que el pancreas vierte a la luz duodenal entre 6 y 20 gramos diarios de
enzimas y otras proteinas, en aproximadamente dos litros de jugo pancreatico. Es la catepsina
B, una enteropeptidasa sintetizada en la mucosa duodenal, la encargada de hidrolizar el
tripsindgeno en tripsina; ésta, a su vez, provocara en cascada la activacion de otros precursores
enzimaticos o zimdgenos (Tresguerres, 1992). La secrecion de estas enzimas en el organismo
depende de diversos estimulos como la edad, los factores hereditarios o la dieta (Opitz y cols.,
1967). No obstante, la exocitosis simultanea de sus proformas desde el apice de las células
acinares hace que, durante un breve espacio de tiempo e independientemente del estimulo
recibido, exista una proporcion interenzimatica determinada. Es lo que se conoce como

secrecion paralela (Tresguerres, 1992).

En relacion a la regulacion de la secrecidon pancreatica exocring, es el resultado de una
compleja interaccidn entre estimulos neurales y hormonales, siendo los principales mediadores

los contenidos en la Tabla 2:

Neurales y neurotransmisores Hormonales
Acetilcolina Colecistoquinina
Péptido intestinal vasoactivo Gastrina
Sustancia P Glucagdn
Bombesina Insulina
Opiaceos enddgenos Pancreatona
Péptidos relacionados con la encefalina Secretina
Neuropéptido Y Somatostatina

Noradrenalina

Tabla 2. Mediadores de la secrecién pancreatica
(Tomada de: Kelley, 1992; Opitz y cols., 1967)

Estos mediadores actian sobre la célula desencadenando una cascada metabdlica, en
la que intervienen mensajeros celulares tan comunes como inositol trifosfato, diacilglicerol, ion

calcio (Ca®*) y adenosin monofosfato ciclico (AMP.) (Kelley, 1992).
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1.2. PANCREATITIS AGUDA

La pancreatitis aguda (PA) es una enfermedad de caracter inflamatorio, cuya
manifestacion clinica puede variar entre formas de caracter medio y autolimitante (75-80% de
los casos) y formas de prondstico grave (15-20%), donde el paciente puede llegar a morir en
pocos dias debido a la aparicion de complicaciones locales y/o sistémicas (Wu, 2000; Werner y
cols., 2005). Una de las primeras descripciones cientificas de la pancreatitis aparece a finales
del siglo XIX (Fitz, 1889). En ella, Reginal Fitz expone muchos de los aspectos modernos, tanto
desde el punto de vista clinico como patoldgico, de la PA. En 1925, Sir Berkeley Moynihan
comienza su ensayo sobre esta dolencia como “.../a mds terrible de /as calamidades que ocurren
en conexion con las visceras abdominales. Lo repentino de su aparicion, la ilimitada agonia que
la acompania, y la mortalidad relacionada con la misma, la convierte en la mas formidable de las
catastrofes " (Moynihan, 1925).

Si bien las altas tasas mortalidad han disminuido en los Ultimos afnos gracias a diversos
factores (mayor conocimiento de la enfermedad, avances en las técnicas de imagen que
permiten identificar complicaciones en etapas tempranas, aplicacion de cuidados intensivos e
intervencion quirlrgica limitada), la PA continda siendo un problema socio-econémico para los
sistemas de asistencia sanitaria de todo el mundo. Tal y como apuntaba Neoptolemo y cols.
(1998) a finales del siglo XX, alrededor del 25% de los enfermos de PA podrian desarrollar
complicaciones severas o cronicas, que les supondria una alta dependencia de la atencion
sanitaria de por vida.

1.2.1. Epidemiologia y causas

En lineas generales, se puede decir que la tasa de incidencia anual de la PA en el
mundo occidental oscila entre 10 y 80 nuevos casos por cada 100.000 habitantes,
observandose diferencias entre los datos epidemioldgicos de cada pais. Segun estudios
publicados en base a analisis retrospectivos de admision hospitalaria, existiria una baja tasa de
incidencia en paises como Holanda y Reino Unido (10-24 nuevos casos por cada 100.000
habitantes al afio), frente a los 35-73 nuevos casos por cada 100.000 habitantes al afio que se
contabilizan en los paises escandinavos y Estados Unidos. La edad y el sexo serian factores
determinantes, siendo la incidencia mas pronunciada a partir de los 35 afios en los hombres y
de los 55 afios en las mujeres (Stimac y cols., 2012). Asimismo, cabe destacar que en la
mayoria de paises europeos se ha observado un aumento significativo de la incidencia en las
Ultimas décadas, probablemente debido al abuso en la ingesta de alcohol y a la mejora en el

diagndstico de la enfermedad (Steinberg y cols., 1994).
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En relacién a los desencadenantes de la PA, los calculos biliares y el abuso en la ingesta
de alcohol son las causas mas comunes de la enfermedad, suponiendo alrededor del 80% de

los casos (Armstrong y cols., 2013). Sin embargo, existen otros factores predisponentes, que se
resumen en la Tabla 3:

Causas obstructivas Coledocolitiasis
Tumores ampulares o pancredticos

Gusanos o cuerpos extrafios obstruyendo la papila duodenal

Pancreas divisum con obstruccidn ductal accesoria

Coledococele

Diverticulo duodenal periampular

Esfinter de Oddi hipertensivo

Toxinas y drogas Toxinas:
Alcohol, veneno de escorpion, insecticidas organofosforados

Drogas :

Azatioprina y mercaptopurina, acido valproico, estrdgenos, tetraciclina,

metronidazol, nitrofurantoina, pentamidina, furosemida, sulfonamidas, metildopa,

cimetidina, ranitidina, sulindac, didanosina, acetaminofén, eritromicina, salicilatos.

Trauma Accidental:
Traumatismo cerrado en el abdomen

latrogénico:

Trauma postoperativo, colangiopancreatografia retrograda endoscdpica,

esfingoterotomia endoscopica, manometria del esfinter de Oddi

Anomalias metabdélicas Hipertrigliceridemia
Hipercalcemia

Infecciones Parasitarias:
Ascariasis, clonorquiasis

Virales:

Paperas, rubeola, hepatitis (A, B, no-A y no-B) coxsackievirus B, ecovirus,

adenovirus, citomegalovirus, varicela, virus de Epstein-Barr, VIH

Bacterianas:

Micoplasma, C. jejuni, M. tuberculosis, M. avium complex, legionella, leptospirosis

Anomalias vasculares Isquemia (hipoperfusion)
Embolos ateroesclerdticos

Vasculitis

(lupus eritematoso sistémico, poliarteritis nodosa, hipertesién maligna)

Factores miscelanea Ulcera péptica penetrante
Enfermedad de Crohn

Sindrome de Reye

Fibrosis quistica

Hipotermia

Tabla 3. Causas de la pancreatitis aguda
(Modificado de: Steinberg y cols. 1994)
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De nuevo se observan diferencias entre los distintos paises respecto a las causas mas
comunes de la PA: por ejemplo, el factor etioldgico mas frecuente en Estados Unidos y
Finlandia es el abuso en el consumo de alcohol, mientras que en paises como Inglaterra, Italia

y Grecia, son las afecciones biliares (Stimac y cols., 2012).

1.2.2. Fisiologia y fisiopatologia del pancreas

Es bien conocida la doble estimulacion (neuroendocrina) de la funcidn exocrina
pancredtica. En la respuesta fisioldgica normal, la colecistoquinina (CCK) y la acetilcolina,
principalmente, van a unirse a receptores especificos presentes en la superficie de las células
acinares induciendo sefiales transitorias de Ca* intracelular; éstas serdn estimuladoras, a su
vez, de la produccién de energia mitocondrial en forma de adenosin trifosfato (ATP) y de la
exocitosis de los granulos de zimdgeno (Armstrong, 2013). En relacion a los factores
ambientales como el pH, parece ser que la secrecidon pancredtica causa una acidificacion del
lumen glandular, que actuaria sobre la misma como regulador feedback negativo (Sah y cols.,
2012).

Por el contrario, a pesar del creciente interés que en los Ultimos afios ha generado la PA
en investigacion, poco se sabe de los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes, dado que los
factores que podrian estar implicados en el inicio y desarrollo de la enfermedad parecen formar

una red de extrema complejidad.

Desde el punto de vista clinico, se distinguen 3 fases en la PA. En primer lugar, una
fase temprana en la que la glandula comienza a estar inflamada debido a la aparicion de edema
y congestidn vascular. Con defunciones por fallo organico, esta etapa presenta una tasa de
mortalidad aproximada del 35%. La inflamacion pancreatica puede remitir espontaneamente o
repetirse con una intensidad mayor y evolucionar, en la primera semana desde la aparicion de
los sintomas, a una forma hemorragica de la enfermedad en la cual la glandula presenta
grandes abcesos que pueden volverse necrdticos. A las 3-4 semanas culmina esta etapa
necrética (12% de mortalidad), considerada la mas peligrosa dado que las bacterias intestinales
podrian infectar el pancreas y provocar sepsis (19-37% de mortalidad) (Fantini y cols., 2006).
Algunos autores sefalan que estas infecciones secundarias pueden tener su origen en la
hospitalizacion del paciente, utilizando como vias de penetracion tubos traqueales y catéteres
venosos Yy urinarios (Blichler y cols., 2000). En algunos casos, el prondstico puede agravarse
mediante la diseminacion de la inflamacidon local por el resto del organismo, afectando a
organos tan remotos como el higado, el cerebro, los rifiones y los pulmones. Esta forma severa
de la enfermedad recibe el nombre de sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (en inglés
Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS) y supone un 20% de los casos de PA

(Armstrong y cols., 2013).
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En relacién a la fisiopatologia se sospecha que, independientemente de la naturaleza de
los agentes causantes de la PA (alcohol, obstruccién biliar, etc.), los mecanismos
fisiopatologicos desencadenados son comunes a todos ellos. La mayor parte de los eventos
celulares sospechosos de ser responsables de la evolucidon clinica anteriormente descrita, se
conocen mediante la realizacion de estudios i vivo. En la actualidad, existen dos corrientes de
pensamiento acerca del posible desencadenante de la inflamacion pancreatica (Braganza vy
cols., 2000): por un lado la teoria autodigestiva, en la que la activacion prematura de
tripsindgeno en tripsina seria la responsable de desencadenar la enfermedad. Dicha activacién
se produciria por la fusion de granulos de zimdgeno y vacuolas lisosomales, es decir, por la
llamada colocalizacion de tripsindgeno y catepsina B lisosomal. Cabe destacar que este tipo de
autofagia, denominada zimofagia, es de naturaleza desconocida. Las evidencias experimentales
obtenidas hasta el momento no consiguen determinar si se trata 0 no de un mecanismo
protector frente a la activacion prematura de tripsindgeno, debido a la disparidad de resultados.
Por otro lado, factores como la acidemia y/o altos y sostenidos niveles de Ca®* intracelular,
tipicos de la fisiopatologia de la PA, parecen ser determinantes en la activacién de los
zimégenos pancredticos. En el establecimiento y mantenimiento de estas condiciones
ambientales, contribuirian fuentes celulares de Ca®* como el reticulo endoplasmatico y canales
especificos presentes en la membrana plasmatica, asi como las recientemente identificadas
ATPasas vacuolares (vATPasa), encargadas de bombear hidrogeniones (H*) al interior de las
vacuolas lisosomales. Paralelamente, la acidificacion del entorno extracelular empeorarian estos
mecanismos fisiopatologicos intracelulares y provocarian la disrupcion de las uniones
intercelulares, facilitando la diseminacion de los zimdgenos activados a través de los espacios
asi formados (Sah y cols., 2012). La tripsina escaparia al bloqueo de su inhibidor pancreatico y
desencadenaria la activacion de otras enzimas, con consecuencias parcialmente predecibles. De
esta forma, la fosfolipasa A, activada degradaria el surfactante pulmonar, y la liberacién de
lipasa causaria necrosis grasa peripancreatica. Asimismo, la activacion de otras enzimas por
parte de la tripsina provocarian inestabilidad vascular, como sucede con la calicreina (liberadora
a su vez de bradiquinina y calidina), la elastasa (degrada los componentes elasticos de los
vasos sanguineos circundantes, contribuyendo a la hemorragia intrapancredtica) y el
complemento y la kinina, posibles promotores de la diseminacion de la coagulacion, shock y
fallo renal (Steinberg y cols., 1994). Como contrapartida a esta teoria, estudios con animales
modificados genéticamente muestran que, si bien la activacion del tripsindgeno en tripsina es
fundamental para causar dafio en el pancreas, la progresion a SIRS seria independiente de este
suceso. De hecho, el factor de transcripcion nuclear NF-kB implicado en la sintesis de
mediadores inflamatorios, seria activado por una via paralela en el tiempo a la explicada

anteriormente para la activacion de los zimégenos pancreaticos (Sah y cols., 2012).

En los dltimos afos ha ganado fuerza otra hipdtesis que, integrando la activacion

enzimatica como responsable del dafio tisular, apunta hacia un estado oxidativo exacerbado
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como detonante en la fase inicial, y agravante en etapas mas avanzadas de la dolencia. Desde
gue en la década de los 80 se demostrara la intervencion de los radicales libres en la
fisiopatologia de la PA inducida por ceruleina (Sanfey y cols., 1984; Wisner y cols., 1988),
numerosos estudios han corroborado este hecho. Algunos de estos radicales libres, como las
especies reactivas de oxigeno (ERO), son productos derivados de la maquinaria mitocondrial de
sintesis de ATP. Sin embargo, aln se desconoce si el estrés oxidativo actuaria como agente
iniciador o mediador de la cascada de eventos que da lugar a la PA (Closa, 2013). Algunos
autores sefialan el estrés oxidativo como factor predisponente de la enfermedad,
independientemente de la etiologia (Park y cols., 2003). Se ha detectado que, en condiciones
fisiopatologicas, la sobreproduccion de ERO provoca deplecion de glutation reducido (GSH)
(Urunuela y cols., 2002; Tian y cols., 2013) y dafo tanto en organulos acinares (mitocondria,
granulos de zimdgeno, etc.) (Niederau y cols., 1996) como en los principales componentes
estructurales (lipidos, proteinas, citoesqueleto, acido desoxirribonucleico (ADN), etc.)
(Jungerman y cols., 1995) de la célula, que derivarian en la activacion prematura de las
proenzimas. Adicionalmente, parece ser que estos altos niveles de ERO colaborarian en el
mantenimiento de los niveles fisiopatoldgicos de Ca®*, afectando asi a la funcionalidad
mitocondrial y, por tanto, a la sintesis de ATP, clave en la senalizacion de necrosis frente a la de
apoptosis. Por Ultimo, promoveria la activacion de factores de transcripcion como NF-kB,
responsable de la expresion de mediadores pro-inflamatorios. De esta manera, un estado
oxidativo no regulado vendria a agravar tanto el dafio tisular como la incipiente inflamacién
local. De hecho, el dafio tisular por si solo valdria para activar a los llamados receptores de
patrones moleculares asociados al dafio (en inglés Damage-Associated Molecular Patterns,
DAMP), que a su vez induciria la formacién de un complejo citosélico denominado inflamasoma,

implicado en la cascada de eventos inflamatorios iniciales (Sah y cols., 2013)

Finalmente, y como evento comin a las dos teorias, la sintesis de mediadores
inflamatorios por parte de las células acinares, mastocitos parenquimaticos y células del
endotelio vascular atraerian a mas células inmunitarias que contribuirian a la produccién de
citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, etc.), ERO y otras moléculas sefializadoras (6xido nitrico
(*NO), factor de agregacion plaquetaria (PAF), mieloperoxidasa (MPO), molécula sefalizadora
intercelular-1 (ICAM-1), endotelina, proteasas y elastasas). El acido hialurénico y el colageno
gue componen la matriz extracelular también resultarian afectados por el creciente estrés
oxidativo. Asimismo, ERO podria estimular indirectamente el metabolismo del acido
araquiddnico, incrementandose los niveles de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos.
Todo esto confluye en la alteracion de la permeabilidad vascular y en la interrupcion del flujo
sanguineo, contribuyendo a la aparicion de hemorragia, isquemia, necrosis, inflamacion y
edema. Por tanto, la respuesta inmunitaria local que, en un principio se pone en marcha para

hacer frente a la inflamacion pancredtica, es la que finalmente terminara agravando y
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diseminando ese estatus inflamatorio exacerbado al resto del organismo (Rau y cols., 1999;
Braganza y cols., 2000; Wu, 2000; Zyromski y cols., 2003; Zhang y cols., 2009). Como se
comento anteriormente, entre los drganos mas afectados encontramos el higado, los rifiones, el
cerebro y los pulmones. La afeccién de estos ultimos llevan al enfermo de PA a padecer el
llamado sindrome de distrés respiratorio (SDR) en adultos, causa principal de muerte en la
primera semana. Esta complicacion aparece como resultado de la infiltracion leucocitaria en el
tejido pulmonar que, junto con los macrdfagos alveolares, parecen producir altas cantidades de
ERO. Existen pruebas de que la xantina oxidasa podria ser la responsable de la diseminacién de
la inflamacion desde el pancreas a los pulmones activando, a su paso por los capilares y en
presencia de oxigeno molecular libre, a la P-selectina del endotelio pulmonar (Granell y cols.,
2004). Por otro lado, cabe destacar el efecto negativo de ERO vy citocinas como TNF-o sobre la
permeabilidad intestinal. De hecho, se piensa que la mayor fuente de xantina oxidasa durante
la PA es el intestino. Una barrera gastrointestinal alterada es la via de entrada idonea para
bacterias y otros microorganismos oportunistas, que podrian invadir e infectar el pancreas v,

posteriormente, provocar sepsis en el individuo (Tian y cols., 2013).

1.2.3. Diagnéstico, prondstico y tratamiento

En la actualidad y, en relacion a los criterios de diagndstico, prondstico y tratamiento de
la PA, es patente la falta de homogeneidad que existe en la practica clinica (Fantini y cols.,
2006). Ademas, tal y como sefala Heinrich y cols. (2006), décadas de tratamientos basados en
la experiencia profesional mas que en evidencias cientificas, ha dado lugar a diferencias en la

gestion de la enfermedad, en funcion del centro médico en el que ingrese el paciente.

En la década de los 80, el grupo aleman Ulm sugiere una clasificacion de la PA en
funcion de la morfologia de la glandula: pancreatitis edematosa parenquimatica y necrosis
pancreatica estéril o infectada (Beger y cols., 1988). Sin embargo, no es hasta 1992 cuando se
celebra un simposio en Atlanta (Estados Unidos) (Bradley, 1993) para establecer estandares
internacionales relativos a la definicion de la enfermedad y sus complicaciones, afiadiéndose los
términos de gravedad media y severa a la clasificacion anteriormente propuesta (Navarro y
cols., 2008).

La PA se presenta de forma tipica con un dolor abdominal constante que puede radiar a
la espalda, acompafiado de nduseas y vomitos. Sin embargo, otras manifestaciones atipicas son
frecuentes y se necesita realizar un analisis bioquimico (amilasa y lipasa séricas) para confirmar
el diagndstico (Matull y cols., 2006). Durante afios, cuando un enfermo de PA ingresaba en el
hospital, se utilizaban los criterios clinico-bioquimicos de Ranson (Ranson y cols., 1976) y de
Glasgow (Blamey y cols., 1984) para clasificarlo en funcién de su gravedad, basandose en los

datos recogidos entre las primeras 24 y 48 horas de hospitalizacion. No obstante, para muchos
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este tiempo es crucial en el éxito del tratamiento temprano y, ademas, afios después se
demostraria que ambos criterios tienen un escaso valor predictivo. De ahi el uso del sistema
APACHE-II (Acute Physiologic and Chronic Health Evaluation) (Knaus y cols., 1985), creado en
un principio para valorar la gravedad de enfermedades susceptibles de precisar cuidados
intensivos y que, posteriormente, se ha extendido para evaluar la gravedad de la PA en las
primeras 24 horas. Este sistema tiene en cuenta doce variables fisioldgicas (temperatura,
frecuencia cardiaca y respiratoria, presion arterial, oximetria, pH arterial, potasio, sodio,
creatinina, hematocrito, recuento de leucocitos y nivel de conciencia segun la escala de
Glasgow), la edad y el estado de salud previo del individuo. Su cdlculo diario permite hacer un
seguimiento del curso de la pancreatitis (Navarro y cols., 2006). Recientemente, Spitzer y cols.
(2006) han propuesto otro sistema clasificatorio llamado BALI, basado en tan sélo cuatro
variables (edad y valores sanguineos de nitrdgeno ureico, lactato deshidrogenasa e IL-6)
recogidas durante las primeras 48h desde la admision del paciente y que, segln los autores,
tendria el mismo valor predictivo que los anteriores. Otros factores prondstico considerados o
propuestos en la evolucién de la PA son la endotaxemia (sin bacteriemia) y TNF-a (Exley y
cols., 1992), determinacion simultanea de lipasa e IL-6 séricas (Pezzilli y cols., 1999), aparicion
de necrosis, persistencia de fallo organico (Johnson y cols., 2004) y valoracion de proteina C
reactiva, mediadores inflamatorios (IL-1, proteina quimiotactica de monocitos 1..) vy

hematocrito (Navarro y cols., 2006; Papachristou, 2008).

Como se comentd anteriormente, el tratamiento para los enfermos de PA varia mucho
en funcidn del pais y el centro médico, observandose en las tasas de mortalidad diferencias de
entre el 10 y el 85%. No obstante, la mayoria de los profesionales coinciden en que el éxito del
tratamiento es mucho mayor si se aplica en etapas tempranas de la enfermedad,
preferiblemente antes de que transcurran 60 horas desde el comienzo de los sintomas
(Neoptolemos y cols., 1998; Fantini y cols., 2006; Navarro y cols., 2008). En general, el
tratamiento se basa en la instauracion de cuidados de soporte, consistentes en la vigilancia de
las constantes vitales del individuo (frecuencia cardiaca y respiratoria, presién arterial y
diuresis), asi como de la saturacién parcial de oxigeno y de la hidratacion, siendo ésta ultima
determinante en el desarrollo de sepsis. Del mismo modo, se aplica un tratamiento analgésico y
se controla la dieta (baja en grasa) que, en los casos mas graves, se suministra mediante
nutricién enteral gastrica. Algunas de las formulas nutricionales propuestas incluyen
suplementos beneficiosos como inmunoestimulantes (arginina, glutamina, acidos grasos omega-
3, vitaminas C y E, betacarotenos), micronutrientes (zinc, selenio y cromo) y probidticos (L.
plantarum) (Navarro y cols., 2008). Durante el proceso de realimentacion, los enfermos de PA
alcohdlica necesitaran adicionalmente una suplementacion enzimatica en su dieta (Fantini y
cols., 2006). El seguimiento del paciente en las primeras 48 horas es crucial, ya que la

severidad de la enfermedad dependera del desarrollo de complicaciones sistémicas mortales,
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como el SIRS vy fallo multiorganico en la primera semana (Figura 3). De forma general, un fallo
organico persistente durante mas de 48 horas supone un aumento de las probabilidades de
desarrollar complicaciones, e incluso la muerte del enfermo (50% de los casos) (Johnson y
cols., 2004; Navarro y cols., 2006). Clinicamente, se ha comprobado que los enfermos de PA
que desarrollan complicaciones presentan niveles de IL-6 e IL-8 superiores a los individuos que
no las desarrollan (Norman y cols., 1998; Armengol, 2000). Por tanto, dado que el sistema
inmunitario parece ser el principal responsable de éstas, en teoria, el tratamiento temprano con
citocinas anti-inflamatorias, anti-citocinas o inhibidores de otros mediadores inflamatorios,
prevendrian la aparicién de dichas complicaciones (Matull y cols., 2006). Sin embargo, los
resultados obtenidos en diversos estudios y ensayos clinicos son contradictorios al respecto,
como los realizados con lexipafant (antagonista de PAF) e infliximab (anticuerpo anti-TNF), y no
han arrojado resultados definitivos como para recomendar su uso rutinario en pacientes graves.
(Johnson y cols., 2001; Werner y cols., 2005; Fantini y cols., 2006; Chen y cols., 2008).

Ventana Terapéutica

| Ingreso

Fallo organico

Produccién de
citocinas

Incidencia relativa

r T T T T T T T T 1

T 12 24 36 48 60 72 84 90 96

Inicio del HORAS
dolor

Fig. 3. Curso temporal de la progresion de la PA
(Modificado de Norman y cols., 1998)

En algunos casos, aun no habiendo desarrollado fallo multiorganico, se hace necesario
el traslado de determinados pacientes a la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) debido a la
gravedad de la PA durante la primera semana de su ingreso. Algunos de los factores a
considerar para la identificacion de este tipo de pacientes son: impresion clinica, puntuacion
obtenida mediante sistemas de evaluacién de la gravedad, radiografia de térax (indicadora de
derrame pleural) y obesidad (Indice de masa corporal (IMC) > 30), que aumenta el riesgo de
gravedad de 2-3 veces (Navarro y cols., 2006). Pasada la primera semana de hospitalizacién, la
mayoria de las muertes (40%) en enfermos de PA se producen por complicaciones locales,

siendo la mas grave la infeccidon de la necrosis pancredtica (Johnson y cols., 2004). En la
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actualidad, el uso profilactico de antibidticos como imipemen y meropenem ha dado algunos
resultados experimentales positivos, disminuyendo la incidencia de sepsis y la mortalidad, sin
aumentar la incidencia de infecciones fungicas. Sin embargo, existe una gran controversia
respecto al tema y no se puede afirmar categdricamente su eficacia. Por otro lado, a diferencia
de lo que ocurria en el pasado, para aquellos pacientes que desarrollen una necrosis
pancredtica, sea estéril o infectada (40-70%), es recomendable atrasar lo maximo posible (3-4
semanas) la necrosectomia quirdrgica de la glandula, disminuyendo de este modo la mortalidad
y morbilidad asociadas. Se ha observado que la posibilidad de infeccidn, considerado el mayor
factor de riesgo en términos de mortalidad y morbilidad en esta segunda etapa de la
enfermedad, aumenta en funcidn de la extension de la necrosis intra y extra-pancreatica.
Adicionalmente, para prevenir la recurrencia de la PA, se recomienda la extirpacion de la
vesicula biliar o colecistectomia. Otras complicaciones locales que deben ser tratadas son la
aparicion de pseudoquistes, abscesos pancreaticos y hemorragia (Biichler y cols., 2000; Werner

y cols., 2005; Heinrich y cols., 2006; Navarro y cols., 2006).

La implicacion de ERO en la diseminacion del estatus inflamatorio exacerbado ha hecho
gue, en los Ultimos afos, tome fuerza la posibilidad de utilizar moléculas antioxidantes como
terapia de la PA. Este aspecto sera comentado con mas detalle en el apartado 1.3.3.4.

Antioxidantes y PA.

1.2.4. Modelos experimentales: Pancreatitis aguda inducida por

ceruleina

En las ultimas décadas, muchos han sido los modelos experimentales desarrollados /in
vivo e in vitro para el estudio de la etiologia, fisiopatologia y nuevas herramientas de
diagndstico y tratamiento de la PA. Desde un punto de vista practico, su uso estaria mas que
justificado por dos razones fundamentales: el pancreas, debido a su localizacion retroperitoneal,
es practicamente inaccesible para la realizacion de biopsias en humanos, conllevando una serie
de implicaciones éticas y médicas distintas a las planteadas para érganos como el estdmago o
el colon. Ademas, los enfermos que acuden al hospital suelen haber superado las etapas
iniciales, en las cuales transcurren los eventos celulares de interés cientifico. Otras ventajas que
presenta el uso de modelos animales son la posibilidad de aislar aspectos concretos de la
enfermedad, el alto grado de estandarizacion y reproducibilidad, y la reduccion del tamario de
muestra, elimindndose en cierta medida la variabilidad en la poblacion de estudio (Mayerle y
cols., 2013).

Como sefiala Schmidt y cols. (1992) un modelo de pancreatitis ideal debe ser

reproducible, imitar la morfologia y curso de la enfermedad en humanos y de un grado de
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severidad tal que un efecto significativo de un tratamiento sea facilmente detectable. Asimismo,
el dafio tisular debe ser substancial como para requerir terapia, pero no tan grave como para
que sea tarde aplicarla. De esta forma, los modelos /n vivo de PA se diferencian en invasivos y

no invasivos, tal y como se detalla a continuacion (Tabla 4):

No invasivos Induccién hormonal: ceruleina / toxina de escorpidn trinitense
Induccidn por alcohol
Mediada por inmunidad : ovoalbumina / suero heterdlogo / modelos
espontaneos de pancreatitis autoinmunes
Induccidn por dieta (con etionina y deficiente en colina)
Blogueo de genes (IL-1 y TNF-a, IL-6, IL-10, etc.)

Induccién por L-arginina

Invasivos Asa duodenal cerrada: perfusion anterdgrada o infusion de varios compuestos
en el conducto pancreatico / combinacién de acido glicodeoxicdlico intraductal
con ceruleina intravenosa
Induccidn vascular: desequilibrio en circulacion pancreatica / oclusion de
arterias o de venas pancredticas
Perfusion anterdgrada del conducto pancredtico: infusion de varios compuestos
en el conducto pancreatico / combinacion de acido glicodeoxicdlico intraductal
con ceruleina / isquemia completa pero reversible del pancreas por oclusion de
diferentes arterias usando clips microvasculares
Ligacion de conductos: conducto biliar distal (a nivel del duodeno) /
combinaciéon con estimulaciéon secretora (secretina) / combinaciéon con

estimulacion secretora y sangre arterial minima / esfinter de Oddi

Tabla 4. Modelos animales de PA
(Modificado de Zhao y cols., 2013)

Estos modelos estan disefiados para generar distinto grado de dafio pancreatico y
diseminacion de la inflamacion, pudiendo reproducir formas de PA crénica e incluso formas
menos frecuentes de la enfermedad, en las que llevar a cabo estudios sobre dolor visceral
(Zhao y cols., 2013). En cuanto a los modelos invasivos, a diferencia de los no invasivos,
causan necrosis y dafio heterogéneo a lo largo de la glandula, por lo que son Utiles para el
estudio de los eventos fisiopatoldgicos de la enfermedad, pero no para aquellos encaminados a
la aplicacién de nuevas medidas terapéuticas (Schmidt y cols., 1992). Por tanto, cabe resefiar
gue, en la actualidad, ninguno de estos modelos seria completamente satisfactorio en la

reproduccion integra de la enfermedad (Su y cols., 2006).

A finales del siglo XIX, se establece la estimulacion colinérgica excesiva como causa de
dano pancreatico y activacion enzimatica prematura (Mouret y cols., 1895; Chiari, 1896). En

1977, Lampel y cols. caracterizaron los patrones clinicos y bioquimicos de la PA intersticial,
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estableciendo asi el modelo experimental de la enfermedad inducida por dosis excesivas de un
secretagogo denominado ceruleina, un andlogo de la CCK extraido de la rana arboricola
australiana Litoria caerulea (Mayerle y cols., 2013). A diferencia de lo observado en la
estimulacion fisiologica por CCK, las primeras investigaciones realizadas en este sentido
mostraron que la hiperestimulacion por ceruleina provocaba una disminucion de la secrecion
proteica y de la respiracion celular, hiperamilasemia, edematizacion progresiva intersticial,
necrosis acinar y grasa, vacuolizacion, desorganizacion del citoesqueleto y liberacion del
contenido vacuolar al espacio extracelular (Watanabe y cols., 1984; Kern y cols., 1985; Saluja y
cols., 1985; Niederau y cols., 1985; Jungermann y cols., 1995). En base a estas primeras
evidencias cientificas, se establecid la teoria autodigestiva de la PA, comentada anteriormente.
Como sefiala Dabrowski y cols. (1999), dado que la hiperestimulacién con ceruleina activa a los
receptores celulares de CCK, esto podria traducirse en una produccion intracelular excesiva de
ERO. De hecho, estudios posteriores vendrian a sugerir la implicacion de otros factores como el
estrés oxidativo y la respuesta inmunitaria, ampliando la compleja red de mecanismos
fisiopatoldgicos implicados en las primeras fases de la enfermedad (Sanfey y cols., 1984;
Wisner y cols., 1988; Norman, 1998). En este modelo, las primeras evidencias de dafio
pancreatico comienzan a detectarse a los 15 minutos del inicio de la administracion de
ceruleina, alcanzando su punto maximo a las 12 horas y resolviéndose espontaneamente a las
24-48 horas (Mayerle y cols., 2013).

La ruta de administracion de la ceruleina varia en funcién del animal usado (en general,
roedores) y del grado de severidad que se quiera reproducir, pudiendo aplicarse por infusion
intravenosa continua (5-10 pg/mi/h) o mediante inyecciones en la cavidad peritoneal
(subcutaneas o intraperitoneales) (Mayerle y cols., 2013). Dentro de los modelos no invasivos,
la induccion de PA por inyecciones repetidas de ceruleina es el mas utilizado, debido a que es
relativamente féacil de llevar a cabo (sin anestesia ni analgesia) y muestra una alta confiabilidad
y reproducibilidad. Adicionalmente, se pueden afadir al disefio otros compuestos mediadores
de dano tisular (lipopolisacarido y ciclosporina A) y utilizar en animales modificados

genéticamente (Zhao y cols., 2013).

Por tanto, a pesar de reproducir una forma autolimitante y de gravedad media de la
enfermedad, no representativa del amplio rango de presentaciones clinicas en humanos, el
modelo experimental de PA inducida por ceruleina continda siendo muy recomendable para el
estudio de los mecanismos celulares implicados en las primeras fases de la enfermedad como,
por ejemplo, el estrés oxidativo (Su y cols., 2006; Armstrong y cols., 2013; Mayerle y cols.,
2013).
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1.3. ESTRES OXIDATIVO Y ANTIOXIDANTES

La aparicion de cantidades significativas de oxigeno molecular (O,) en la Tierra,
modificd radicalmente la vida tal y como habia existido hasta el momento. Los organismos
anaerobios primitivos desaparecieron o fueron relegados a habitats donde no existiera el
elemento, asegurando asi su supervivencia. Probablemente, otros evolucionarian hacia formas
de vida que utilizaban el O, en la produccidon eficiente de energia, asi como en otras
transformaciones metabdlicas. Sin embargo, estos nuevos organismos aerobios tendrian que
desarrollar un sistema antioxidante capaz de protegerlos frente a los efectos deletéreos del O,
que, hoy en dia, alcanza el 21% de la composicion gaseosa de la atmosfera (Halliwell y cols.,
1994; Gutteridge, 1995).

In vivo y bajo determinadas circunstancias, el tedrico equilibrio entre los niveles pro-
oxidantes y antioxidantes podria romperse a favor de los radicales libres y dar lugar al
fendmeno conocido como estrés oxidativo, que provoca graves dafios en los principales
componentes de la célula y puede desembocar en la aparicion enfermedades (Halliwell 1994;

Kalyanaraman, 2013).

Por tanto, como sefala Halliwell (2009) “...todos los aspectos de la vida aerobica
involucran radicales libres y antioxidantes — ni podrds escapar de ellos, ni deberias querer
hacerld’.

1.3.1. Especies reactivas de oxigeno y otros radicales libres

En los organismos aerobios, ademas de la radiacion ionizante, la obtencién de energia
mediante la oxidacién de substratos ricos en hidrogeno y carbono genera intermediarios
reducidos del O,, las denominadas ERO. Algunos de ellos, como los radicales superéxido (0,"")
e hidroxilo (*OH), son altamente reactivos al poseer uno o dos electrones desapareados. No
obstante, aunque otros derivados como el perdxido de hidrdgeno (H,0,), oxigeno singlete (10,)
y acido hipocloroso (HOCI) también reciben este nombre, no son verdaderos radicales libres, ya
gue no poseen la configuracion electronica que define quimicamente a estas especies.
Adicionalmente, de la reaccién de ERO con compuestos como el *NO, se originan radicales libres
del nitrdgeno (ERN) como el peroxinitrito (ONOQ"). La reactividad de estos compuestos es tal,
gue su generacion se considera como una cascada de transicidon entre unas especies y otras
(Figura 4) (Halliwell y cols., 1994; Gutteridge, 1995; Brieguer, 2012; Kalyanaraman, 2013).
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Fig. 4. Reaccion en cadena simplificada de producciéon de ERO y ERN
(Modificado de Brieger y cols., 2012)

La actividad de los radicales libres comenzo a considerarse en la década de los afios 30
del pasado siglo, a raiz del proceso de enranciamiento observado en empresas dedicadas al
petroleo. Tan solo unos pocos afios después se desarrollaria una préspera industria de
produccion de los mas diversos plasticos basada, precisamente, en la tecnologia de los radicales
libres. Por el contrario, tuvo que pasar mas tiempo para que la Bioquimica Clasica comenzara a
aceptar que la actividad de los radicales libres era tan importante y ubicua como la actividad

enzimatica (Dormandy, 1980).

En los sistemas bioldgicos, a pesar de poseer una vida media relativamente corta y
diferente capacidad de difusion, los radicales libres causan una oxidacién selectiva de
componentes celulares tan importantes como lipidos, proteinas y ADN. No hay que olvidar que,
fisiologicamente, actlan sistémica y celularmente como mensajeros e intermediarios,
participando en procesos vitales como el envejecimiento, la regulacion de la respuesta
inmunitaria o la produccion de hormonas tiroideas. La especificidad de la sefial dependera del
tipo y cantidad de radical libre, asi como de la distribucion temporal y espacial (Brieguer y cols.,
2012). En 1994, Halliwell y cols. sugerian que los radicales libres se generaban mediante dos
tipos de procesos: accidentales y deliberados. En el primer caso, determinadas actividades
enzimaticas (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa, xantina oxidasa, dxido
nitrico sintasa (NOS), ciclooxigenasa, mieloperoxidasa, citocromo P450 microsomal, etc.) y
organulares (mitocondria, reticulo endoplasmatico, peroxisomas...) desencadenarian, directa o
indirectamente, la produccion de ERO. En el segundo caso, los radicales libres serian producidos
y empleados intencionadamente para contraatacar amenazas concretas (produccion de °OH,
HOCI, H,0, por fagocitos activados) o regular determinadas funciones (vasodilataciéon mediada
por “NO). No obstante, en situaciones patoldgicas, este contexto oxidorreductor positivo para el
organismo evoluciona hacia un entorno hostil para la funcionalidad celular, con repercusiones

sistémicas (Brieguer, 2012; Kalyanaraman, 2013).

| 19



Cristina Carrasco Romero

De todos, el radical *OH es el oxidante mas potente, sobre todo en soluciéon acuosa, y
puede facilmente reaccionar con cualquier molécula, como los acidos grasos poliinsaturados
presentes en la membrana lipidica. Es asi como se inicia el fendmeno conocido como
lipoperoxidacion, una reaccién en cadena que continua consumiendo substrato a menos que un
antioxidante como la vitamina E (o-tocoferol) sea afiadido para terminarla, convirtiéndose él
mismo en otro radical («T"). Parece ser que otros radicales como 'O, también provocarian este
fendomeno. Los perdxidos lipidicos (LOOH) resultantes son estables a temperatura fisioldgica,
pero su descomposicion es catalizada por metales de transicion, como hierro y cobre, dando
lugar a aldehidos considerados marcadores de dafo oxidativo y detectables a través de la
reaccién con acido tiobarbitirico (TBA), como el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal
(4-HNE). Algunos de estos derivados pueden reaccionar con proteinas y otras macromoléculas
inactivandolas, asi como mostrar capacidad citotoxica. Sin embargo, también podemos
encontrarnos otros subproductos con valor bioldgico, como los resultantes de la cascada del
acido araquidonico. La lipoperoxidacion extensiva de la membrana lipidica provocaria perdida de
fluidez, caida del potencial de membrana, incremento de permeabilidad a H* y otros iones e,
incluso, rotura membranal con liberacion del contenido celular. Adicionalmente, se ha
observado que el estrés oxidativo produciria aumentos en los niveles de hierro libre y Ca®*
intracelular, causantes de dafio oxidativo, asi como modificaciones proteicas (formacién de
grupos carbonilos, ditirosinas y tirosinas clorinatadas y nitradas) y mutaciones vy
fragmentaciones del ADN (Halliwell y cols., 1994; Gutteridge, 1995; Kalyanaraman, 2013). En
células acinares, estudios previos realizados /n vitro han observado la influencia dosis-
dependiente del H,0, en la liberacién del Ca** desde los distintos almacenes intracelulares,
como la mitocondria (Pariente y cols., 2001; Granados y cols., 2006). Parece ser que las ERO
generadas por la actividad de la xantina oxidasa inducirian estos incrementos de la
concentracion de Ca’* intracelular (Gonzalez y cols., 2002) que, sostenidos en el tiempo,
podrian provocar entre otros fendmenos la disfuncién de la mitocondria (Granados y cols.,
2005) y la desorganizacion del citoesqueleto (Rosado y cols., 2002), con la consecuente
alteracion en el transporte vesicular y la activacion prematura de enzimas pancredticas,

precipitando asi el resto de mecanismos causantes de dafio pancreatico.

1.3.2. Sistema de defensa antioxidante

Como se comentd anteriormente, los organismos aerobios han desarrollado un sistema
de defensa antioxidante para protegerse de la continua oxidacion a la que estan sometidos por
el mero hecho de existir. Dicho sistema es requerido intra y extracelularmente para mantener la
homeostasis del estado oxidativo. Actuando a través de diversos componentes enzimaticos y no
enzimaticos, dicho sistema consigue contrarrestar la accion tanto de los pro-oxidantes derivados

del metabolismo celular como de aquellos presentes en nuestra dieta (Wahlqvist, 2013). En
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conjunto, actuarian a tres niveles posibles: prevencién de la formacion de radicales libres,

intercepcion de los mismos y reparacion del dafio oxidativo generado (Sies, 1993).

En general, las enzimas que componen el sistema antioxidante suponen la principal
defensa intracelular. Muchas de ellas son metaloenzimas que dependen de minerales aportados
por la dieta para realizar su funcién. Por ejemplo, la enzima superdxido dismutasa (SOD), que
acelera la conversion del radical O,"” en H,0, (Figura 5). Existen tres formas de esta enzima,
clasificadas en funcion del metal que actiia como cofactor: las formas que necesitan manganeso
(Mn-SOD), presentes en la mitocondria, y las que requieren cobre y zinc (Cu-SOD y Zn-SOD),
mayoritariamente en el citosol. Se ha comprobado que la actividad SOD es imprescindible para
la vida. Niveles anormalmente altos o bajos de SOD (como los presentes en enfermos de
Sindrome de Down, que muestran una disminucion en la expresién de las formas Cu-SOD y Zn-
SOD, como resultado de una mutacién en el gen codificante localizado en el cromosoma 21)
dan lugar a efectos deletéreos sobre el organismo (Halliwell, 1994). La enzima SOD también
gjerce su funcién antioxidante de forma indirecta previniendo la liberaciéon de iones de hierro
desde los clusters hierro-sulfuro y, por tanto, evitando la descomposicion de H,0, en OH:
mediada por iones de hierro (reaccién de Fenton), asi como otros fendmenos mediados por
iones metalicos como la lipoperoxidacion y la fragmentacion de ADN. Por otra parte, entre las
enzimas encargadas de la eliminacién de H,0, encontramos a la catalasa (CAT) peroxisomica vy,
a altas concentraciones del radical, a la glutation peroxidasa (GPx) (Figura 5). Esta Ultima, cuyo
centro activo contiene selenio, utiliza el H,0, para oxidar glutation reducido (GSH) a glutation
oxidado (GSSG). Posteriormente, la enzima glutatién reductasa regenerara GSH desde GSSG,
valiéndose de NADPH como fuente de poder reductor. La enzima GPx puede igualmente

catalizar la conversién de LOOH en sus correspondientes alcoholes (LOH). Otras enzimas

HoC ——> 10,
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20,———> 20, > H,0 > .OH > H,O
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H,0 + 0,
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Fig. 5. Enzimas antioxidantes y ERO
(Modificado de Brieger y cols., 2012)
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implicadas en la eliminacion de ERO son la glutation peroxidasa dependiente de hidroperdxidos
lipidicos y la peroxirredoxina (Sies, 1993; Halliwell, 1994; Kalyanaraman y cols., 2013). La
exposicion prolongada a un nivel medio de oxidacion hace que la célula ponga en marcha
mecanismos adaptativos encaminados al restablecimiento del equilibrio oxidantes/antioxidantes.
A nivel transcripcional, se basan en la regulacion de la expresion y sintesis de las enzimas
antioxidantes mencionadas, mediante la ruta de sefalizacién Keap1-Nrf2-ARE, inductora
asimismo de otros genes citoprotectores (hemo oxigenasa-1 y quinona oxidorreductasa-1)

(Jung y cols., 2010; Kalyanaraman y cols., 2013).

En los fluidos extracelulares, donde no existe esta actividad enzimatica antioxidante
(aunque se han encontrado formas glicosiladas de SOD y GPx), aparecen moléculas de bajo
peso molecular que actlian como scavengers o secuestradores de radicales libres. La forma en
la que ejercen su capacidad antioxidante, depende de su localizacion. En general, el mas
importante es el anteriormente mencionado GSH, que puede directamente neutralizar las
especies reactivas o servir de sustrato a la enzima antioxidante GPx. En las membranas, la
vitamina E o o-tocoferol seria el scavenger mas efectivo, finalizando reacciones de
lipoperoxidacion por secuestro de los radicales peroxilos (LOO®) formados. De ahi que sea uno
de los llamados antioxidantes rompedores de cadenas. Otros antioxidantes de importancia a
nivel de membrana son el B-caroteno, la vitamina D y la coenzima Q o ubiquinona. En el citosol,
la vitamina C (ascorbato) reacciona con diversos radicales libres y regenera oT".
Extracelularmente, el acido Urico se considera el mayor antioxidante presente en la sangre de
los primates, que ejerce su funcion junto con otros compuestos como el GSH, la vitamina C, la
bilirrubina, el acido lipoico y los carotenoides. Pero, sin duda alguna, el mejor mecanismo
extracelular desplegado para evitar el dafo oxidativo es la inactivacion de iones metalicos de
hierro y cobre por unidn con ciertas moléculas transportadoras como la transferrina y
lactoferrina, o por la actividad ferroxidasa ejercida por la ceruloplasmina (Halliwell, 1994;

Kalyanaraman y cols., 2013; Wahlqvist, 2013).

1.3.3. Antioxidantes dietéticos

Podriamos definir antioxidante como cualquier sustancia que retrasa, previene o inhibe
el dafio oxidativo de una molécula diana (Halliwell y cols., 2007). La dieta (es decir, los
alimentos y bebidas ingeridos diariamente) nos aporta moléculas que, ademas de tener una
capacidad antioxidante intrinseca o formar parte indispensable de determinadas enzimas,
actlan como sustratos o suponen un estimulo metabdlico para el sistema de defensa

antioxidante enddgeno (Walghvist, 2013). Parece ser que la calidad de la dieta (contenido en
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vitaminas, minerales y otros compuestos) contribuiria de diferentes formas al desarrollo de

enfermedades relacionadas con el envejecimiento.

Hoy en dia, se considera que los principales antioxidantes presentes en la dieta son las
vitaminas (C y E), polifenoles (flavonoides, catequinas, antocianidinas e isoflavonas) vy
carotenoides. Estudios epidemioldgicos corroboran los beneficios que conlleva la ingesta
habitual de fruta y verdura sobre nuestra salud, gracias a la actuacion sinérgica de sus
componentes antioxidantes (Cerqueira y cols., 2007). Por tanto, basandonos en las evidencias
cientificas actuales, es razonable establecer la recomendacion poblacional de adoptar un estilo
de vida saludable lo antes posible, consistente en una dieta variada y ejercicio fisico, para tener
una mayor calidad y esperanza de vida (Charlton, 2002).

Del mismo modo, cabria pensar que la aplicacién preventiva y/o terapéutica de estos
compuestos antioxidantes en determinadas situaciones patoldgicas podria ser efectiva,
incluyendo aquellas enfermedades cuyas causas se desconocen o carecen de un tratamiento
eficaz, como sucede con la PA. En este sentido, se han realizado numerosos estudios /in vivo e
in vitro que, a pesar de obtener resultados prometedores, no nos permiten recomendar

definitivamente la aplicabilidad clinica de los antioxidantes dietéticos de origen vegetal.

1.3.3.1. Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (Figura 6) fue descubierta por primera vez
en la glandula pineal de oveja por el dermatdlogo Aaron Lerner en 1958 (Lerner, 1958).
Presente en la mayoria de seres vivos, en humanos esta hormona se sintetiza principalmente en
la glandula pineal, aunque existen otras fuentes secundarias (retina, intestino, piel, médula

o0sea, células inmunitarias, etc.) (Claustrat y cols., 2005).

Fig.6. Estructura quimica de la melatonina

(N-acetil-5-metoxitriptamina)

Considerada la principal neurohormona de la glandula pineal, la melatonina es
sintetizada en este 6rgano a partir de serotonina, procedente a su vez de la transformacion del
triptéfano circulante en el organismo. Con un patron de secrecién dependiente del ciclo
luz/oscuridad, se detecta una concentracion sérica maxima por la noche (en torno a las 02.00-

04.00h de la madrugada) y niveles bajos o indetectables por el dia, registrandose asimismo
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diferencias intra e interindividuales dependientes de la edad, latitud y época del afo. Este
patrén circadiano de secrecidn pineal viene regulado por el reloj bioldgico presente en el nicleo
supraquiasmatico del hipotalamo de mamiferos (Claustrat, 2005; Pandi-Perumal y cols., 2008;
Arendt y cols., 2009). Parece que la exposicion a luz artificial intensa o a campos de frecuencia
electromagnética baja inhibiria su produccion, al igual que sucede en determinadas
enfermedades en las que se observan patrones anormales de secrecion, como es el caso de las
patologias oculares, desérdenes neuroldgicos y enfermedades psiquiatricas y cardiovasculares.
En condiciones fisioldgicas, el indol recién formado se libera asi a los capilares, ejerciendo tanto
funciones autocrinas como paracrinas. Debido al caracter anfipatico de la molécula, la
melatonina es capaz de atravesar las membranas celulares alcanzando diversos fluidos, tejidos
y compartimentos celulares. El 90% de la melatonina circulante es metabolizada en el higado,
donde se forma el metabolito urinario 6-sulfatoximelatonina (Claustrat y cols., 2005). Sin
embargo, existe otra via catalitica en la que se lleva a cabo la rotura oxidativa del anillo pirrélico
que conforma la molécula, dando lugar a N!-acetil-N>-formil-5-metoxikinuramina (AFMK),
considerado un metabolito activo primario de la melatonina, con capacidad para donar dos

electrones (Tan y cols., 2001).

Se ha postulado que, en animales, la funcion principal de la melatonina pineal seria la
de regular los ritmos circadianos (ciclo sueno/vigilia, temperatura corporal, presiéon sanguinea...)
y circanuales (reproduccion) o, lo que es lo mismo, mediar la llamada sefalizacion de oscuridad
(Handerland y cols., 2008). No obstante, como se sefialé anteriormente, existen otras fuentes
en el organismo que obligan a revisar las premisas establecidas sobre el papel bioldgico de la
melatonina, reforzando la hipotesis del caracter pleiotropico de la molécula. Por ejemplo: el
sistema gastrointestinal, debido a su extensidén, es capaz de sintetizar en las células
enterocromoafines entre 400-500 veces mas melatonina que la glandula pineal, siendo
responsable de los niveles diurnos del indol en sangre. Adicionalmente, se observan diferencias
en las concentraciones de melatonina en funcion del segmento del tracto gastrointestinal
estudiado, produccidon que parece estar igualmente regida por el ciclo luz/oscuridad (Konturek
y cols., 2007; Bubenik, 2008). Del mismo modo, en otros 6rganos la concentracion de
melatonina es superior a la encontrada en la glandula pineal, bien por captacion sanguinea o
por produccion propia, siendo el patron tipico de secrecidon poco robusto o inexistente en ellos.
El hecho de que, a pesar de su facil difusion a través de las membranas celulares la melatonina
producida extrapinealmente no sea vertida al torrente circulatorio (o lo haga pobremente),
demostraria la funcion protectora del indol en los érganos productores. En los Ultimos afos,
diversos estudios sefialan, entre otras, las propiedades inmunopotenciadoras, antioxidantes y
oncostaticas del indol. Los mecanismos por los que la melatonina ejerceria estas funciones aun
no estan completamente dilucidados. Hasta el momento, se sabe de la existencia de una amplia
y variada distribucion en el organismo de receptores especificos para la melatonina (MT1 vy

MT2, acoplados a proteinas G) y también se ha constatado la interaccion de la melatonina con
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factores de transcripcion (NF-kB), receptores nucleares (RZR/ROR) y proteinas intracelulares
(calmodulina y proteinas asociadas a la tubulina) (Claustrat y cols., 2005; Handerland y cols.,
2008).

En relacién a la funcién antioxidante de la melatonina, parece ejercerse a distintos
niveles y en distintas localizaciones, gracias a su ya mencionada caracteristica anfipatica. Por un
lado, puede actuar directamente sobre ERO/ERN como molécula scavenger, como sucede
principalmente con el radical "OH (Tan y cols., 1993; Allegra y cols., 2003). A diferencia de
otros antioxidantes clasicos (vitaminas C y E), tras neutralizar a la especie reactiva la
melatonina se comporta como un scavenger terminal o suicida, que no se recicla en ciclos
redox (con el consiguiente consumo de GSH), ni muestra efectos pro-oxidantes, como se
explico anteriormente para aT". Su eficacia como scavenger va a depender de la fase en la que
se encuentre (acuosa o lipidica) y se sospecha que es en el anillo aromatico rico en electrones,
y en los substituyentes metoxi y acil de la molécula, donde radica su actividad antioxidante

(Korkmaz y cols., 2009; Bonnefont-Rousselot y cols., 2010).

Por otro lado, la melatonina también actla de forma indirecta, estimulando la actividad
de las enzimas que conforman el sistema de defensa antioxidante (SOD y GPX), mediante una
supuesta regulacién epigenética. Las enzimas antioxidantes exhiben un ritmo enddgeno bajo
condiciones normales de luz/oscuridad, probablemente dependiente de varios factores como el
ritmo circadiano de melatonina, la duracion de la exposicion a ésta, la presencia enddgena del
indol y la sensibilidad funcional de los receptores especificos (Rodriguez y cols., 2004; Pandi-
Perumal y cols., 2008). Adicionalmente, se ha detectado que la melatonina regula la actividad
de otras enzimas implicadas en el mantenimiento del estado oxidativo, inhibiendo a enzimas
pro-oxidantes como la dxido nitrico sintasa y activando a enzimas de sintesis y reciclaje de GSH
como la y-glutamilcisteina sintetasa y glutatién reductasa (Bonnefont-Rousselot y cols., 2010).
Como sefala Hardeland y cols., (2008) es importante prestar atencion al hecho de que, al
coordinar y temporalizar los ritmos bioldgicos, la melatonina también evitaria la produccion de
radicales libres, como se deriva de estudios realizados con distintos modelos experimentales de
mutantes de genes reloj, en los que se observa un estrés oxidativo marcado. Por otra parte, el
comprobado efecto antiexcitatorio/antiexcitotdxico del indol atenuaria la produccion de
ERO/ERN resultante de la actividad metabdlica y prevendria del estrés celular causado por Ca**
y ‘NO. En este contexto, cobra especial relevancia la mitocondria. Se ha constatado que, en
células sanas, este organulo estaria especialmente protegido por la melatonina a través del
mantenimiento del flujo de electrones, la homeostasis del Ca’* intracelular, el potencial de
membrana (Xu y cols., 2002; Espino y cols., 2011) y la produccién de ATP, asi como la
prevencion de apoptosis por inhibicion directa del poro de permeabilidad transitoria
mitocondrial (Sourdeval y cols., 2006; Espino y cols., 2010), entre otros mecanismos. Sin

embargo, se ha observado que en lineas tumorales como la linea celular de leucemia
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promielocitica humana HL-60, la melatonina exhibe propiedades opuestas a las comentadas
para células sanas, siendo capaz de incrementar los efectos apoptéticos de compuestos como
H,0, a través de mecanismos dependientes de la mitocondria (Bejarano y cols., 2009; Bejarano
y cols., 2011b). Asimismo, en otro tipo de células tumorales la melatonina podria actuar
estimulando la produccion intracelular de ERO, lo cual produce una citotoxicidad significativa y

la activacion de caspasas (Bejarano y cols., 2011)

Por Ultimo, la capacidad inmunomoduladora de la melatonina supondria otra linea de
defensa frente al estrés oxidativo. El indol es capaz de interactuar directamente con los 6rganos
linfoides y determinadas células inmunitarias, via MT1 y MT2. Adicionalmente, algunos
leucocitos (monocitos, eosindfilos, células cebadoras y natural kifler (NK)...) producen per se
melatonina. Asi, a través de los distintos niveles de actuacion, la melatonina contribuiria por un
lado a la atenuacion de las senales proinflamatorias y, por otro, a la promocion de mecanismos
antiinflamatorios. Se sospecha que la interaccion entre el sistema inmunitario y la melatonina
seria bidireccional, dado que ciertas citocinas (como el interferén y (IF-y)) afectan a la sintesis y
liberacion del indol. Por tanto, la melatonina funcionaria como enlace funcional entre los
sistemas neuroendocrino e inmunohematopoyético (Claustrat y cols., 2005; Handerland y cols.,
2008).

En los Ultimos afios, se ha descubierto la presencia de melatonina en las diferentes
estructuras (hojas, frutas y semillas) de especies vegetales consumidas habitualmente (tal y
como se detalla en la Tabla 5), donde también tendria un efecto protector frente al estrés
oxidativo. Por ejemplo, se cree que en semillas la funcidon de la melatonina es la de proteger
frente al dafio oxidativo derivado de la exposicion a luz ultravioleta, variaciones de temperatura

y toxinas ambientales (Garrido y cols., 2014).

Fuente Contenido en melatonina (ng/g)
Almendra 39,9
Altramuz (raiz) 16,2-18,4
Arroz 1
Banana 0,5

Café 11,5x10*
Cereza acida 2-15
Cereza dulce 0-0,2

Girasol 29
Maiz 1,3
Manzana 4,8x1072
Mostaza blanca 189
Nuez 3,5
Tomate 1,1
Uva (piel) 0,5x10%-0,9

Tabla 5. Fuentes dietéticas y contenido de melatonina
(Modificada de Garrido y cols., 2014)
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De este modo, la melatonina pasaria a engrosar la lista de compuestos dietéticos con
propiedades antioxidantes que suponen un beneficio para nuestra salud en general, y para
nuestro estado oxidativo, en particular. Consecuentemente, su aplicacion en el tratamiento de
diversas enfermedades es objeto de estudio en nuestros dias. Los detalles sobre la
suplementacion con melatonina seran desarrollados en el apartado 1.4. “Suplementacion

antioxidante y pancreatitis aguda”.

1.3.3.2. Resveratrol

El resveratrol (trans-3,5,4 -trihidroxiestilbeno) es un polifenol estilbeno producido por
mas de 70 especies vegetales distintas, actuando como fitoalexina en respuesta a estrés
ambiental o a patdgenos. Compuesto por dos anillos aromaticos unidos por un puente metileno
(Figura 6), fue aislado por primera vez en 1939 por el doctor Takaoka a partir de la raiz de la
planta Veratrum glandifiorum, e identificado posteriormente en Polygonum cuspidatum
(Nonomura y cols., 1963), planta ampliamente utilizada en la medicina tradicional oriental para
el tratamiento de diversas dolencias como procesos inflamatorios, carcinogénesis vy
enfermedades cardiovasculares (Pervaiz y cols., 2003; Catalgol y cols., 2012; Nakata y cols.,
2012).

OH

Fig. 6. Estructura quimica del resveratrol

(trans-3,47,5,-trihidroxiestilbeno)

El resveratrol comenzd a despertar un mayor interés entre la comunidad cientifica a raiz
de la divulgacion de la llamada Paradoja Francesa (Renaud y cols., 1992). Este término aparece
por primera vez tras el analisis de los datos epidemioldgicos correspondientes a la poblacion
francesa, recogidos dentro de un proyecto internacional promovido por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) (World Health Organization, 1989). En Francia, al comparar con otros paises
industrializados como Estados Unidos o Reino Unido, se observd una baja incidencia de
enfermedades coronorias entre la poblacion, a pesar del consumo generalizado de una dieta
rica en acidos grasos saturados y niveles de colesterol similares a los del resto de paises. Entre
las hipdtesis que surgieron destacd la propuesta de Renaud y cols. (1992), que veian en el

consumo moderado de vino (en torno al 57% del total de bebidas alcohdlicas consumidas), rico
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en resveratrol, la explicacién a estas llamativas discrepancias entre paises. Estudios posteriores
vendrian a identificar y corroborar experimentalmente el protagonismo del resveratrol en la

prevencion de enfermedades cardiovasculares (Catalgol y cols., 2012).

El resveratrol se encuentra principalmente en la uva (sobre todo en la piel) y el
cacahuete, entre otros alimentos. Presenta dos formas, cis 'y trans, siendo esta Ultima la mas
bioactiva. Al ser metabolizado, da lugar a una serie de conjugados entre los que se encuentran
formas glucuronadas y sulfatadas. Asimismo, la citocromo P450 CYP1B1, enzima
sobreexpresada en una amplia variedad de tumores humanos y catalizadora de reacciones de
hidroxilacion aromatica, metaboliza resveratrol en un derivado antitumoral denominado
piceanatol (Potter y cols., 2002). Tras su ingestion, parece ser que la biodisponibilidad del
estilbeno depende en gran medida de la llamada matriz alimenticia, es decir, del resto de
componentes nutricionales que lo acompanen (proteinas, hidratos de carbono, grasas, fibra,
alcohol, etc.). De hecho, se ha observado que la transformacién de resveratrol en los
conjugados mencionados, es inhibida por la presencia de otros polifenoles, especialmente la
quercetina. Existen evidencias de acumulacion preferente del polifenol en higado y rifiones. A
diferencia de los conjugados, no se ha detectado la presencia de resveratrol libre en suero ni en

orina (Cucciolla y cols., 2007; Catalgol y cols., 2012).

Su actividad bioldgica radica en el nimero y posicion de determinantes estructurales
como grupos carboxilos, en las uniones de hidrégeno intramoleculares, en la estereoisomeria y
en la presencia de dobles enlaces. Asimismo, la existencia de anillos aromaticos en su
estructura le confiere propiedades antioxidantes, secuestrando radicales *OH (por ejemplo, en
reacciones de Fenton) e interceptando reacciones de lipoperoxidacion. Al igual que la
melatonina, estimula de forma indirecta la actividad del sistema enzimatico antioxidante. Sin
embargo, se ha observado que, a bajas concentraciones y/o en presencia de iones de cobre,
también puede actuar como pro-oxidante, lo que lleva a pensar que el resveratrol actia de un
modo u otro en funcién de la dosis y el tipo celular (Pervaiz y cols., 2003; Cucciolla y cols.,
2007; Catalgol y cols., 2012). Sin embargo, dicho papel pro-oxidante no tiene por qué ser
nocivo para la salud: concentraciones farmacologicas de resveratrol mejorarian la
biodisponibilidad de *NO vy, por tanto, la homeostasis cardiovascular, por mecanismos ain no
establecidos (Rush y cols., 2007).

Por otro lado, el resveratrol también exhibe propiedades inmunomoduladoras,
inhibiendo distintas fases de la respuesta inflamatoria, desde el reclutamiento inicial de
polimorfonucleares para su activacion, hasta la liberacion de mediadores proinflamatorios. En
este sentido, se ha constatado que el estilbeno es capaz de bloquear las rutas de sintesis de
mediadores proinflamatorios (eicosanoides, prostaglandinas y tromboxanos) catalizadas por las

enzimas ciclooxigenasa (COX) y lipoxigenasa (LOX). De este modo, prevendria de los efectos de
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dichos mediadores, que actian como quimioatrayentes, activadores de agregacion plaquetaria y
senalizadores de la liberacion de histamina por los basodfilos, asi como promotores de la
carcinogénesis. Adicionalmente, el resveratrol podria llevar a cabo su actividad anti-inflamatoria
mediante regulacién génica, muy probablemente a nivel de los factores de transcripcion NF-kB
y AP-1. En condiciones fisioldgicas, ambos estimularian la expresion de las enzimas NOS
inducible (iNOS) y ciclooxigenasa 2 (COX2), participantes de procesos inflamatorios vy
carcinogénicos, y que son a su vez inhibidos por el polifenol en estudios in vitro (Pervaiz y cols.,
2003; Cucciolla y cols., 2007; Nakata y cols., 2012).

Por ultimo, es importante sefalar los efectos antitumorales (a niveles de iniciacién,
promocion y progresion, asi como angiogénesis y metastasis) y antienvejecimiento atribuidos al
resveratrol (Catalgol y cols., 2012). Si bien no se conocen completamente los mecanismos por
los cuales el estilbeno podria ejercer estas propiedades, se piensa que la clave estaria en la
interaccion con enzimas como la sirtuina 1 (SIRT1), quinona reductasa 2 (QN2) y protein
guinasa activada por adenosin monofosfato (AMP) (AMPK), asi como con los factores de
transcripcion Nfr2, NF-kB y AP-1 (Nakata y cols., 2012). Ademas de inducir mecanismos
apoptoticos con mediacion mitocondrial (Pervaiz y cols., 2003), parece ser que la aplicacién de
resveratrol en modelos experimentales de envejecimiento y sindromes metabdlicos provocaria
un incremento en la biogénesis mitocondrial. Dicho fendmeno también ha sido registrado en
experimentos de restriccion caldrica, condicion que ha mostrado ser eficaz en contrarrestar el
proceso de envejecimiento organico (Ungvari y cols., 2011). En conjunto, la relacion
mitocondria-resveratrol podria prevenir de la produccién de radicales libres y ayudar al
mantenimiento de un estado oxidativo optimo para el funcionamiento celular, relacionando
asimismo este mecanismo de accidn con las capacidades antioxidante e inmunorreguladoras del

resveratrol.
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1.4 SUPLEMENTACION ANTIOXIDANTE Y PANCREATITIS AGUDA

Como se comentd anteriormente, una dieta rica en frutas y verduras aporta al
organismo una serie de compuestos antioxidantes que ayudan a mantener un estado oxidativo
optimo para su buen funcionamiento siendo, por tanto, beneficiosos para la salud en general.
En las plantas, algunos de estos componentes son producidos en respuesta a situaciones de
estrés, confiriendo asimismo proteccién antioxidante a los animales que los consumen, segun el
principio bioldgico conocido como xenohormesis (Veskouskis y cols., 2012). En humanos, los
datos epidemioldgicos relacionan el consumo de alimentos ricos en antioxidantes con una
mayor calidad y esperanza de vida. De ahi que, en las Ultimas décadas, hayan surgido grandes
expectativas en relacion a la aplicacion de estos antioxidantes dietéticos en el tratamiento de
enfermedades de la mas diversa indole, sobre todo, aquellas que implican procesos oxidativos

(Cerqueira y cols., 2007).

La participacién contrastada del estrés oxidativo y de la respuesta inflamatoria en la
fisiopatologia de la PA, asi como la falta de una terapia eficaz, se ha traducido en las Ultimas
décadas en una intensa investigacion en relacion a la aplicacion de diversos antioxidantes como

tratamiento preventivo y/o terapéutico.

Resumiendo lo comentando sobre el protagonismo del estrés oxidativo en la PA, entre
las posibles fuentes de ERO/ERN en las células acinares estarian la xantina oxidasa, citocromo
P450, NADPH oxidasa y la mitocondria. Adicionalmente, las células inmunitarias atraidas por el
dafio pancreatico, contribuirian a la produccion de estos radicales libres y, por tanto, al dafno
tisular. Como consecuencia del ataque de los mismos sobre organulos y componentes
esenciales de las células acinares, surgen fendmenos como la peroxidacion lipidica, oxidaciéon de
proteinas, desorganizacion del citoesqueleto, dafnos en el ADN y autodigestion, al igual que
deplecion de los mecanismos enddgenos de defensa antioxidante, tanto enzimaticos (SOD, GPx,
CAT, etc.) como no enzimaticos (GSH, vitaminas A, C y E y selenio) y la induccion de
determinados genes, comentados en detalle anteriormente. Extracelularmente, ERO/ERN
provocaria un aumento de la permeabilidad vascular, con interrupcién del flujo sanguineo,
contribuyendo a la aparicion de hemorragia, isquemia, necrosis, inflamacion y edema. Por
tanto, en base a las evidencias experimentales, se especula sobre si las complicaciones
sistémicas que determinan la severidad de la PA no serian también debidas a estas especies
reactivas, producidas principalmente por neutrdfilos activados (Closa, 2013), al igual que

sucederia con el dolor (Esrefoglu, 2012).

Consecuentemente, en relacion a la participacion de ERO/ERN en la PA, se han

estudiado los efectos que distintos compuestos antioxidantes ejercen sobre diversos modelos
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experimentales de la enfermedad. Entre ellos, se ha probado la suplementacion con vitaminas
(Cy E), B-caroteno, selenio, eucaliptol (Lima y cols., 2013), quercetina (Carvalho y cols., 2010),
licopeno (Ozkan y cols., 2013) y catequinas, bien en solitario (monoterapia) o en combinacién
con otros antioxidantes, con resultados dispares y, en algunos casos, con marcada tendencia

pro-oxidante (Esrefoglu, 2012; Armstrong y cols. 2013; Closa, 2013).

La melatonina, presente a diferentes concentraciones en gran variedad de productos
vegetales (Tabla 5), comenzd a utilizarse como suplemento para el tratamiento de trastornos
del suefio, como el insomnio y el jet /ag. En los Ultimos afos, numerosos estudios han
demostrado los efectos beneficiosos de la melatonina frente enfermedades inflamatorias,
cardiacas y neuroldgicas (Alzheimer, Parkinson, depresion, etc.), distintos tipos de cancer,
diabetes, obesidad, dano celular consecuencia de intervenciones quirirgicas, patologias
neonatales (asfixia, sepsis, etc.) e infertilidad, entre otros. En individuos sanos, la
administracion oral con dosis suprafisioldgicas de melatonina incrementa de forma proporcional
la concentracién del indol en sangre, no presentando efectos adversos. Actualmente, se
especula sobre si existe efecto sinérgico con otros compuestos contenidos en productos
vegetales y si la cantidad ingerida a través de ellos es suficiente para dar niveles plasmaticos
adecuados para causar efectos beneficiosos. Dado que la sintesis pineal de melatonina
disminuye con la edad, la suplementacion en ancianos deberia ser considerada en un futuro
préximo para la sincronizacion temporal del organismo en esta fase de la vida (Arendt y cols.,
2009; Bonnefont-Rousselota y cols., 2010).

De cara a la suplementacion en la PA, no podemos desestimar la funcién
pancreatoprotectora de la melatonina enddgena. Existe una clara relacion entre la produccion
pineal del indol y la gravedad de la PA, como demuestra un estudio de extirpacion de la
glandula pineal (pinealectomia) en ratas. En este experimento, la administracion exdgena de
melatonina revirtié los parametros alterados por la induccidon experimental de la enfermedad
(Jaworeck y cols., 2010). Asimismo, en un ensayo clinico realizado por Belyaev y cols. (2011),
las concentraciones del indol en pacientes de PA menores de 35 afos aparecieron elevadas en
las primeras 24 horas del comienzo del dolor abdominal. Teniendo en cuenta que los niveles de
melatonina en sangre son superiores durante la noche que durante el dia, es evidente que
dichos niveles nocturnos debian ser suficientes para ejercer un efecto protector sobre la
inflamacion pancredtica. De igual modo, parece existir una actividad superior de enzimas
antioxidantes como SOD durante la noche (Jaworek y cols., 2004). Una vez en el torrente
circulatorio, el ya comentado caracter anfipatico de la melatonina le permitiria acceder a
multitud de tejidos, liquidos bioldgicos y compartimentos celulares, ejerciendo funciones
especificas sobre ellos. En la PA es probable que la melatonina, tanto endégena como exdgena,
actle a varios niveles: como scavenger de radicales libres, estimuladora de las defensas

antioxidantes, moduladora de la respuesta inmunitaria, inhibidora de la infiltracion leucocitaria y

| 31



Cristina Carrasco Romero

promotora de la apoptosis de neutrdfilos activados, limitando asi la progresion de la
enfermedad (Chen y cols., 2005). Por otro lado, una de las dianas celulares en las que podria
influir principalmente la melatonina seria la mitocondria, estabilizando su correcto
funcionamiento frente a la situacion patoldgica en desarrollo y, por tanto, decidiendo el destino

celular entre la apoptosis y la necrosis.

Por otro lado, la suplementacion con resveratrol esta ganando fuerzas en los Ultimos
anos debido, asimismo, a los prometedores resultados experimentales que podrian llegar a ser
extrapolados a la clinica, como el tratamiento de multitud de desdérdenes sistémicos en los que
interviene la respuesta inflamatoria (Pervaiz y cols., 2003). Entre otras aplicaciones
terapéuticas, el resveratrol podria ser utilizado frente a distintos tipos de cancer, enfermedades
cardiovasculares, neuroldgicas (Alzheimer, epilepsia, etc.), obesidad y diabetes tipo 2 (Vang y
cols., 2011). Al igual que en la suplementacién con melatonina, surgen incdgnitas relacionadas
con la dosis, el metabolismo y la toxicidad del resveratrol. Los estudios de quimioprevencién de
cancer realizados /n vitro muestran que el resveratrol es efectivo a concentraciones de 10-100
MM. Sin embargo, a la hora de trasladar la experiencia para la realizacion de ensayos clinicos,
surge la cuestién de cudles son la dosis y la administracion temporal adecuadas para alcanzar
en los oOrganos afectados los niveles necesarios. Ademds, se ha constatado una rapida
metabolizacion del resveratrol a formas glucuronadas y sulfatadas, desconociéndose aln su
bioactividad (Gescher y cols., 2003). En teoria, la reformulacién biotecnoldgica del resveratrol
supondria una mayor solubilidad y menor transformacion metabdlica del compuesto, mejorando
su biodisponibilidad (Chachay y cols., 2011). Otra cuestion relacionada es determinar el nivel
sérico de resveratrol que se alcanzaria tras su consumo. Teniendo en cuenta que el contenido
en vino tinto es de aproximadamente 5 mg/kg y, suponiendo consumo de 250 ml/dia por una
persona de 70 kg, tendriamos una concentracion de 18 ug/kg/dia, insuficiente para alcanzar
niveles considerados eficaces /in vitro. Asimismo, en la suplementacion con resveratrol
deberiamos prestar atencion a la dualidad del resveratrol en funcion de la dosis porque, tal y
como ya sefialaba en el siglo XVI el cientifico suizo Paracelso (1493-1541) “La dosis correcta
diferencia a una droga de un remedid’ (Kalyanaraman y cols., 2013). Por ultimo, en relacién a
los efectos secundarios observados por suplementacion con resveratrol hasta la fecha, si éstos
aparecen son de caracter medio y reversibles, como dolor de cabeza, nauseas y diarrea, y no se
ha registrado ninguna alteracion en los parametros bioquimicos, neurolégicos o
electrocardiograficos analizados (Vang y cols., 2011). Precisamente, esta inocuidad lo
convertiria en un candidato ideal a coadyuvante de tratamientos frente al cancer como la

radioterapia, minimizando los efectos nocivos derivados de la misma (Catalgol y cols., 2012).

Los efectos beneficiosos ejercidos por el resveratrol sobre la PA comienzan a ser
analizados y hasta el momento existen poco estudios publicados, en comparacién con las

numerosas experiencias llevadas a cabo con otros antioxidantes. Sin embargo, en funcion de lo
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que se conoce hasta el momento, el resveratrol parece actuar de forma similar a como lo hace
melatonina, tanto intracelularmente como extracelularmente. Como se comentd anteriormente,
la existencia de anillos aromaticos en su estructura le confiere propiedades antioxidantes,
secuestrando radicales *OH (por ejemplo, en reacciones de Fenton) e interceptando reacciones
de lipoperoxidacion, lo cual podria evitar fendmenos oxidativos estructurales. Asimismo, el
resveratrol exhibe propiedades inmunomoduladoras a través de la inhibicion de distintas fases
de la respuesta inflamatoria (reclutamiento, activacién e infiltracion leucocitaria, agregacion
plaquetaria, sintesis y liberacion de mediadores proinflamatorios, etc.) y mediante regulacion
génica, muy probablemente a nivel de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1 (Pervaiz y
cols., 2003). Adicionalmente, el resveratrol podria contribuir a la biogénesis y estabilidad

mitocondrial (Ungvari y cols., 2011), mejorando el prondstico de la PA.

Pese a todo lo anteriormente expuesto, no se ha obtenido el éxito esperado en la
suplementacion con antioxidantes aislados, si se compara con los efectos significativos
obtenidos en determinadas patologias por la ingesta de dietas saludables como la
mediterranea. En conjunto, los resultados obtenidos /7 vivo sugieren que la suplementacion
antioxidante seria eficaz en la prevencion y/o reducciéon de la progresion de la PA, siempre y
cuando se aplique antes del comienzo de la enfermedad. Este seria el mayor impedimento en
relacion a la traslacion a la practica clinica, donde el paciente ingresa aquejado ya de la
dolencia y en una fase indeterminada de la misma. Adicionalmente, parece ser que los roedores
(ratones y ratas) utilizados en los estudios /7 vivo pudieran ser mas sensibles al efecto de los
antioxidantes dietéticos que los humanos (Veskouskis y cols., 2012). Cabe destacar que la
dosis, el tiempo de administracion y la confluencia con otros compuestos podrian ser factores
determinantes en el éxito de la suplementacién antioxidante. Es probable que exista una
sinergia entre los distintos componentes presentes en los alimentos que se traduzca,
finalmente, en los beneficios observados sobre la salud. Esta idea queda resumida en la
afirmacion realizada por Halliwell (2000): “Un efecto protector de la dieta, no es equivalente a
un efecto protector de los antioxidantes de la dietd’. Por otro lado, que un antioxidante
funcione como preventivo no implica que sea igualmente eficaz frente a otra etapa de la
enfermedad. La administracion de antioxidantes después de la aparicién de dafio oxidativo
podria promover posteriores efectos nocivos, actuando en este caso como potentes oxidantes.
Ademas, se desconocen los efectos que, sobre la expresion de genes que codifican para las
defensas antioxidantes y otros mecanismos sistémicos, provoca la suplementacion con

antioxidantes exdgenos (Cerqueira y cols., 2007; Brieguer y cols., 2012).
Por tanto, a pesar de los avances en esta area, los resultados experimentales obtenidos

in vitro e in vivo contindan siendo limitados e insuficientes para concluir el uso generalizado de

antioxidantes tanto en condiciones normales como patoldgicas, ademas de no considerar la
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variacién de las necesidades dietéticas en funcién del estado fisioldgico del individuo (ancianos,
atletas...) (Cerqueira y cols., 2007). Como sefala Strand (1999), “Un sistema in vivo podria ser
caracterizado como interesante desde el punto de vista biologico pero inaccesible desde e/
punto de vista experimental, mientras que el correspondiente sistema in vitro podria ser
definido como un sistema experimentalmente accesible pero biologicamente menos
interesante’. Por todas estas razones, son necesarios mas estudios que ayuden a responder las
incognitas que, en relacion a la suplementacion antioxidante en humanos, permanecen ain sin

respuesta.
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Justificacion y Objetivos

La pancreatitis aguda (PA) es una enfermedad de caracter inflamatorio cuya
manifestacion clinica puede variar entre formas de caracter medio y autolimitante, y formas de
pronodstico grave, donde el paciente puede llegar a morir en pocos dias debido a la aparicion de
complicaciones locales y/o sistémicas (Wu, 2000; Werner y cols., 2005). Los calculos biliares y
el abuso en la ingesta de alcohol son las causas mas comunes de la enfermedad, suponiendo
alrededor del 80% de los casos (Armstrong y cols., 2013). Si bien las altas tasas de mortalidad
han disminuido en los Ultimos afnos gracias a diversos factores, la PA continla siendo un

problema socio-econdmico para los sistemas de asistencia sanitaria de todo el mundo.

A pesar del creciente interés que en los Ultimos afos ha generado la PA en
investigacion, poco se sabe de los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes a la enfermedad,
dado que los factores que podrian estar implicados en el inicio y desarrollo de la enfermedad
parecen formar una red de extrema complejidad. Se sospecha que, independientemente de la
naturaleza de los agentes causantes de la PA (alcohol, obstruccion biliar, etc.), los mecanismos

fisiopatoldgicos desencadenados son comunes a todos ellos.

En la actualidad, existen dos corrientes de pensamiento acerca del posible
desencadenante de la inflamacién pancredtica (Braganza y cols., 2000). Durante afnos se ha
defendido que la activacion prematura de las enzimas digestivas de origen pancreatico seria la
responsable de desencadenar la enfermedad, en la llamada teoria autodigestiva. Sin embargo,
en los Ultimos afos ha ganado fuerza otra hipotesis que, integrando la activacion enzimatica
como responsable del dafio tisular, apunta hacia un estado oxidativo exacerbado como
detonante en la fase inicial, y agravante en etapas mas avanzadas de la dolencia. La exposicion
de los acinos pancreaticos a niveles elevados y mantenidos en el tiempo de estrés oxidativo
supone la aparicién de fendmenos estructurales nocivos para la integridad celular y, por tanto,
para la integridad glandular. Finalmente, y como evento comun a las dos teorias, la sintesis de
mediadores inflamatorios por parte de las células acinares, mastocitos parenquimaticos y
células del endotelio vascular atraerian a mas células inmunitarias que contribuirian a la
produccion de citocinas, ERO y otras moléculas sefializadoras. Todo esto confluye en la
alteracion de la permeabilidad vascular y en la interrupcion del flujo sanguineo, contribuyendo a
la aparicion de hemorragia, isquemia, necrosis, inflamacion y edema. Por tanto, la respuesta
inmunitaria local que, en un principio se pone en marcha para hacer frente a la inflamacion
pancredtica, es la que finalmente terminara agravando y diseminando ese estatus inflamatorio
exacerbado al resto del organismo (Rau y cols., 1999; Braganza y cols., 2000; Wu, 2000;

Zyromski y cols., 2003; Zhang y cols., 2009).

Consecuentemente, la participacion contrastada del estrés oxidativo y de la respuesta

inflamatoria en la fisiopatologia de la PA, asi como la falta de una terapia eficaz, se ha traducido
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en las Ultimas décadas en una intensa investigacion en relaciéon a la aplicacion de diversos
antioxidantes como tratamiento preventivo y/o terapéutico. Es bien conocido que una dieta rica
en frutas y verduras aporta al organismo una serie de compuestos antioxidantes que ayudan a
mantener un estado oxidativo 6éptimo para su buen funcionamiento siendo, por tanto,
beneficiosos para la salud en general. No obstante, pese a los esfuerzos realizados, no se ha
obtenido el éxito esperado en la suplementacion con antioxidantes aislados, si se compara con
los efectos significativos obtenidos en determinadas patologias por la ingesta de dietas
saludables como la mediterranea. De ahi que surja la necesidad de realizar mas estudios que
permitan continuar avanzando en el conocimiento actual sobre la influencia de los antioxidantes

en la salud humana en general, tanto en situaciones fisioldgicas como patoldgicas.

Por todo lo anteriormente expuesto, el Objetivo General de la presente Tesis Doctoral
ha sido evaluar el efecto quimiopreventivo de antioxidantes (melatonina y resveratrol) en un

modelo experimental de pancreatitis aguda inducida por ceruleina en rata Wistar.
Este Objetivo General ha sido desglosado en los siguientes Objetivos Especificos:

1. Analizar el efecto quimiopreventivo de la administracion exdgena de melatonina
sobre los fendmenos sistémicos de desintegracion glandular, activacion y liberacion
prematura de enzimas pancreaticas (amilasa y lipasa), estado oxidativo (corticosterona
y capacidad antioxidante total) y respuesta inflamatoria (IlI-18, TNF-a e IL-4), durante

el proceso de induccién de la pancreatitis aguda con ceruleina.

2. Estudiar la influencia de la suplementacién preventiva con melatonina sobre el dafio
oxidativo tisular (lipoperoxidacion y oxidacion proteica), cuantificando asimismo los
niveles de defensas antioxidantes enddgenas en el pancreas (glutation peroxidasa y
capacidad antioxidante total) durante el proceso de induccion de la pancreatitis aguda

con ceruleina.

3. Determinar los efectos quimiopreventivos de la suplementacion con resveratrol
sobre fendmenos sistémicos y locales como la desintegracion glandular, activacion y
liberacion prematura de enzimas pancredticas (amilasa y lipasa), estado oxidativo a
nivel sérico (corticosterona y capacidad antioxidante total) vy tisular (lipoperoxidacion),
respuesta inflamatoria (II-1B8 e IL-10), defensas antioxidantes pancreaticas (glutation
peroxidasa y superoxido dismutasa) y sefial de calcio intracelular, durante el proceso de

induccién de la pancreatitis aguda con ceruleina.
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Justificacdo e Objetivos

A pancreatite aguda (PA) é uma doenga inflamatdria cuja manifestacdo clinica varia
entre formas de carater médio e autolimitante, e formas de prognéstico grave, onde o doente
pode chegar a morrer em poucos dias pela aparicdo de complicagdes locais efou sistémicas
(Wu, 2000; Werner y cols., 2005). Os calculos biliares e o abuso na ingestdo de alcool sdo as
causas mais comuns da doenga, envolvendo cerca de 80% dos casos (Armstrong y cols., 2013).
Embora as elevadas taxas de mortalidade tenham diminuido nos Ultimos anos por causa de
diversos fatores, a PA continua a ser um problema socio-econdmico para os sistemas de

cuidados de salide do mundo inteiro.

Apesar do crescente interesse que a PA tem gerado nos Ultimos anos, sabemos pouco
sobre os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a doenga, dado que os fatores que podem
estar envolvidos na aparicdao e desenvolvimento da doenca parecem formar uma rede de
extrema complexidade. Suspeita-se que, independentemente da natureza dos agentes
causadores da PA (alcool, obstrugdo biliar, etc.), os mecanismos fisiopatoldgicos desencadeados

sdo comuns a todos eles.

Atualmente, existem duas correntes de pensamento sobre o possivel desencadeante da
inflamacdo pancredtica (Braganca et al., 2000). Durante anos, tem-se argumentado que a
ativacdo prematura das enzimas digestivas de origem pancredtica seria a responsavel por
desencadear a doenga, na chamada teoria autodigestiva. No entanto, nos ultimos anos ganhou
forca outra hipotese que, integrando a ativacdo enzimatica responsavel pela lesdao tecidual,
aponta para um estado oxidativo exacerbado como detonante na fase inicial, e agravante nas
etapas mais avancadas da doenca. A exposicao dos acinos pancreaticos a niveis de estresse
oxidativo elevados e mantidos ao longo do tempo envolve o aparecimento de efeitos adversos
para a integridade estrutural das células e, por conseguinte, para a integridade glandular.
Finalmente, como evento comum as duas teorias, a sintese de mediadores inflamatdrios pelas
células acinares, mastdcitos parenquimaticos e células do endotélio vascular atrairiam mais
células do sistema imunoldgico que contribuiriam a producdo de citocinas, ERO e outras
moléculas de sinalizacdo. Todo isto conflui na alteracdo da permeabilidade vascular e na
interrupgao do fluxo sanguineo, contribuindo assim para o aparecimento da hemorragia,
isquemia, necrose, inflamacdo e edema. Portanto, a resposta imunitaria local, que foi lancada
inicialmente para combater a inflamacao no pancreas, é a que finalmente acabara por agravar e
disseminar o estado inflamatdrio exacerbado pelo resto do organismo (Rau et al, 1999.
Braganca e al, 2000; Wu, 2000; Zyromski et al, 2003; Zhang et al, 2009).
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Consequentemente, a participacao contrastada do estresse oxidativo e da resposta
inflamatdria na fisiopatologia da PA, assim como a falta de uma terapia eficaz, resultou nas
Ultimas décadas numa intensiva investigacdo em relagdo a aplicagao de diversos antioxidantes
como tratamento preventivo e / ou terapéutico. E sobejamente conhecido que uma dieta rica
em frutas e vegetais fornece ao corpo uma série de compostos anti-oxidantes que ajudam a
manter um oOtimo estado oxidativo para o seu funcionamento adequado sendo, por
conseguinte, benéfico para a salde em geral. No entanto, apesar destes esforcos, nao se
obteve o0 sucesso esperado na suplementagao com antioxidantes isolados, em comparacdo com
os efeitos significativos obtidos em certas doencas pela ingestao de dietas saudaveis, como a
mediterranica. Dai a necessidade de mais estudos para continuar a avancar no conhecimento
atual da influéncia dos antioxidantes na saide humana em geral, quer em situacoes fisioldgicas

quer patologicas.

Com base no que precede, o Objetivo Geral da presente Tese de Doutoramento tem
sido avaliar o efeito quimiopreventivo de antioxidantes (melatonina e resveratrol) num modelo

experimental de pancreatite aguda induzida por ceruleina em rato Wistar.

Este Objetivo Geral foi discriminado nos seguintes Objetivos Especificos:

1. Analisar o efeito quimiopreventivo da administracao exdgena de melatonina sobre os
fendmenos sistémicos de desintegracdo glandular, ativacdo e liberacao prematura de
enzimas pancreaticas (amilase e lipase), estado oxidativo (corticosterona e capacidade
antioxidante total) e resposta inflamatéria (IL-1B8, TNF-a e IL-4), durante o processo de

inducdo de pancreatite aguda com ceruleina.

2. Estudar a influéncia da suplementagdo preventiva com melatonina sobre a lesdo
oxidativa tecidular (peroxidacao lipidica e oxidacao protéica), quantificando assim
mesmo os niveis de defesas antioxidantes enddgenas no pancreas (glutationa
peroxidase e capacidade antioxidante total) durante o processo de inducdo de

pancreatite aguda com ceruleina.

3. Determinar os efeitos quimiopreventivos da suplementacdo de resveratrol sobre os
fendmenos sistémicos e locais como a desintegracao glandular, ativacdo e liberacdo
prematura de enzimas pancreaticas (amilase e lipase), estado oxidativo ao nivel sérico
(corticosterona e capacidade antioxidante total) e tecidular (peroxidagdo lipidica),
resposta inflamatoria (IL-1B e IL-10), defesas antioxidantes pancreaticas (glutationa
peroxidase e superoxido dismutase) e sinais de calcio intracelular no processo de

inducao da pancreatite aguda com ceruleina.
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Material y Métodos

3.1. MATERIAL

3.1.1. Reactivos

- Acetonitrilo (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosulfénico (HEPES) (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).
- Acido acético glacial (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia).

- Acido clorhidrico (HCl) (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia).

- Acido etilenglicol-bis-(2-Aminoetil)-Tetraacético (EGTA) (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).
- Acido morfolinoetanosulfénico (MES) (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Acido picrico (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia).

- Acido plurdnico (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Albimina sérica bovina (BSA) (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Butilhidroxitolueno (BHT) (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Ceruleina (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Cloruro calcico (CaCl,) (Panreac Quimica, Barcelona, Espana).

- Cloruro magnésico (MgCl,) (Panreac Quimica, Barcelona, Espaiia).

- Cloruro potasico (KCl) (Panreac Quimica, Barcelona, Espana).

- Cloruro sddico (NaCl) (Panreac Quimica, Barcelona, Espaiia).

- Colagenasa purificada (CLSPA, 10 ku) (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood,
NJ, EE.UU.)

- Ditiotreitol (DTT) (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).
- Etilendiaminotetracético (EDTA) (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).
- Etanol 96° (Guinama, Valencia, Espana).

- Formaldehido (Panreac Quimica, Barcelona, Espana).
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- Fosfato monopotasico (KH,PO,4) (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia).

- Fosfato disodico (Na,HPO,) (Panreac Quimica, Barcelona, Espaia).

- Fumarato (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Fura 2-acetilmetiléster (Fura-2AM) (Molecular Probes, Eugene, OR, EE.UU.).
- Glucosa (Panreac Quimica, Barcelona, Espana).

- Glutamato (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Glutamina (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Hidrdxido de sodio (NaOH) (Panreac Quimica, Barcelona, Espana).

- Inhibidor de tripsina (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Ketamina (Imalgene 500®Merial, Barcelona, Espafia).

- Manitol (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Medio basal Eagle (BME) (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Melatonina (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Metanol (Panreac Quimica, Barcelona, Espaiia).

- Piruvato (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Reactivo de Bradford para ensayo de proteinas (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.)
- Resveratrol (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Sacarosa (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Tritdn X-100 (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Trizma®-Ac. clorhidrico (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).

- Vitaminas esenciales (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).
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3.1.2. Aparatos

- Agitador/calentador magnético (Boeco mod. MSH-420).
- Arcon congelador (P-SELECTA mod. 551).

- Balanza de precision (Blauscal mod. AC-2000).

- Bafio de precision con agitacion y regulacion electronica (P-SELECTA mod. Unitronic-
Orbital).

- Camara celular termostatizada con agitacién (Digilab Hitachi).

- Camara digital (Axiocam HRc).

- Centrifuga (P-SELECTA mod. S-549).

- Centrifuga refrigerada (KUBOTA mod. 5800).

- Espectrofotometro de fluorescencia (Hitachi Ltd. Mod F2000).

- Picadora de hielo granizado (Scotsman Ice Systems mod. AF80).
- Homogeneizador Ultra-turrax® (IKA mod. T10 basic).

- Lector de placas microtiter de 96 pocillos (Anthos 2020).

- Lector Bio-Plex (Bio-Rad).

- Microcentrifuga (VWR International mod. Galaxy 14D).

- Microtomo rotario (Microm).

- Mini-agitador (Boeco mod. PSU-2T).

- Ordenador Intel Inside Pentium IV.

- Refrigerador (CORBERO mod. 548).

- Sistema de purificacion de agua (Millipore mod. Elix 3).

- Sonicador (Sonics & Material mod. VC 50T).

- Termostato de inmersion analdgico (P-SELECTA mod. TectronBio)

- Vortex personal (Boeco mod. V-1 plus).
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3.1.3. Material Bioldgico

Para la realizacion del estudio se utilizaron ratas cepa Wistar de ambos sexos (machos=54 y
hembras=127), de edades comprendidas entre las 6-8 semanas y pesos entre 150-300 gramos,
criadas y mantenidas durante la realizacion de los experimentos en las dependencias del
Servicio de Animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Extremadura. Las ratas
fueron estabuladas en jaulas individuales, bajo condiciones estandar de luz (fotoperiodo luz-
oscuridad 12:12 horas) y temperatura ambiente y acceso ad /ibitum a comida (pellet comercial)
y bebida.

Todos los procedimientos experimentales fueron realizados conforme a los protocolos
previamente evaluados y aprobados por el Comité de Bioética de Experimentacion Animal de la
Universidad de Extremadura, en base a la legislaciéon vigente sobrela protecciéon de los animales
utilizados en experimentacion y otros fines cientificos (Real Decreto 53/2013, BOE n° 34 del 8
de Febrero de 2013).

3.1.4. Soluciones
v' Ceruleina para administracion subcutanea

La ceruleina es un analogo de la colecistoquinina (CCK) extraido de la rana arboricola
australiana Litoria caerulea (Mayerle y cols., 2013).

Para la preparacion de la solucion inyectable de ceruleina, se diluyd 1 mg de la misma
en 100 ml de solucién salina 0,9% (concentracion final: 10 ug/ml). Dicha solucién final fue

alicuotada en volimenes de 25 ml y almacenada a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

v' Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) para administracién intraperitoneal

Para la preparacion de la solucién inyectable de melatonina, se diluyeron 100 mg del
indol en 12,8 ml de solucién salina 0,9% (concentracion final: 7,8 mg/ml), bajo agitacién con

calor. La solucidn final fue almacenada a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

v' Resveratrol (trans-resveratrol) para administracion intraperitoneal

Para la preparacion de la solucién inyectable de resveratrol, se diluyeron en primer
lugar 500 mg de la fitoalexina en 10 ml de etanol 70% (concentracion final: 50 mg/ml);
posteriormente, fueron diluidos 2 ml de esta solucion stock en 18 ml de suero salino 0,9%, con
el fin de minimizar la interferencia del etanol en la biodisponibilidad del resveratrol. Esta

solucidn final (5 mg/ml) fue almacenada a -20°C hasta el momento de su utilizacion.
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v" Solucién salina tamponada con fosfato (PBS) pH 7

La solucion salina fisiologica utilizada se prepard en base a la siguiente composicion:

NacCl 120mM

KCI 2,7 mM
KH2PO, 3,23 mM
Na,HPO4 11 mM

Una vez disueltos los componentes en agua destilada, se procedid al ajuste del pH a un
valorde 7y 7,4 con NaOH 1M, y a su almacenamiento a 2°C.
v" Solucién salina 0.9%

Para la preparacion de la solucion salina 0,9%, se diluyeron 900 mg de NaCl en 100 ml

de agua destilada. Dicha solucién era almacenada a 2°C hasta el momento de su utilizacién.
v" Solucién Na-HEPES (pH 7,4)

La solucién Na-HEPES en la que se resuspendieron las células acinares pancreaticas
para la determinacion de la concentracion de calcio intracelular, se preparé en base a la

siguiente composicion:

HEPES 10 mM
NacCl 140 mM
KCl 4,7 mM
CaCl, 1,2 mM
MgCl, 1,1 mM
Glucosa 10 mM

En el momento de su utilizacion, los volimenes correspondientes de glucosa y CaCl,
eran anadidos al resto de componentes ya en solucién y el pH era ajustado a un valor de 7,4
con NaOH 1M.

v" Solucién fijadora de Bouin

La solucion fijadora de Bouin, utilizada en la fijacion de las muestras pancreaticas para

su posterior analisis histopatoldgico, se prepar6 en base a la siguiente composicion por litro:
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Acido picrico acuoso saturado (—1,22%) 75 ml
Formaldehido (37-38%o) 25 ml
Acido acético glacial 5ml

Una vez preparada, se depositd en una botella opaca para evitar la fotooxidacién, y se

almacend a 2-8°C hasta el momento de su utilizacion.

v' Tampones para la homogeneizacion tisular

= PBS (pH 7,4)

La solucién PBS (pH 7,4) para la homogeneizacion del tejido pancreatico destinada a la
determinacion de peroxidacion lipidica, se prepar6 en base a la receta anteriormente descrita y
se ajustd el pH a un valor de 7,4 con NaOH 1M, almacenandose la solucion final resultante a 2-
8°C.

En el momento de su utilizacion, se afiadia al homogeneizado tisular BHT a una
concentracion final de 0,5 M (es decir, 10 pl/ml).
= MES-EDTA

El tampdn MES-EDTA para la homogeneizacion del tejido pancreatico destinada a la

determinacion de oxidacion proteica se prepar6 en base a la siguiente composicion:

MES 50 mM
EDTA 1 mM

Una vez disuelto MES en agua destilada, se procedid al ajuste del pH a un valor de 6,7
con NaOH 1M. Posteriormente, se adiciond EDTA en la concentracion deseada y se almaceno la

solucion final resultante a 2-8°C.

= Tris-CI/EDTA

El tampo6n Tris-CI/EDTA para la homogeneizacion del tejido pancreatico destinada a la
determinacion de la actividad glutation peroxidasa (GPx) se prepard en base a la siguiente

composicion:

Tris-HCI 50 mM
EDTA 5mM
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Una vez disuelto Tris-HCl en agua destilada, se procedio al ajuste del pH a un valor de
7,5 con NaOH 1M. Posteriormente, se adiciond6 EDTA en la concentracidon deseada y se

almacend la solucion final resultante a 2°C.

En el momento de su utilizacion, se afiadia al homogeneizado tisular DTT a una

concentracion final de 1 mM (es decir, 1 pl/ml).

= HEPES/EGTA/Manitol/Sacarosa

El tampén HEPES/EGTA/Manitol/Sacarosa para la homogeneizacion del tejido
pancreatico destinado a la determinacion de la actividad superdxido dismutasa (SOD) se

preparo en base a la siguiente composicion:

HEPES 20 mM (pH 7,2)

EGTA 1 mM
Manitol 201 mM
Sacarosa 70 mM

v Tampones para la obtenciéon de células acinares

= MJJ
La solucién MJJ para la obtencion de células acinares se prepard en base a la siguiente

composicion:

NacCl 120 mM

KCI 72 mM
Piruvato 6mM

Fumarato 7,1 mM
Glutamato 6mM
Glucosa 14mM
Inhibidor de tripsina 0,01%
BME 50 ml

= Solucién de mezcla

La solucion de mezcla para la obtencion de células acinares se prepard en base a la

siguiente composicién por litro:
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MJJ 100 ml

HEPES (154 mM) 19,34 ml
KH2PO4 (217 mM) 1,2ml
MgCl, (120 mM) 1,2 ml
Vitaminas esenciales 1,2 ml
Glutamina (3%o) 1,2 ml

= Solucién de lavado

La solucion de lavado para la obtencidén de células acinares se prepard en base a la

siguiente composicién por litro:

Solucién de mezcla 100 ml
CacCl, 100 mM
BSA 0,2 %

= Solucién colagenasa

La solucién colagenasa para la obtencion de células acinares se preparé afadiendo 150

ul de colagenasa purificada a 20 ml de solucion de lavado previamente preparada.

= Solucién de parada

La solucion de parada para la obtencion de células acinares se prepard en base a la

siguiente composicion por litro:

Solucién de mezcla 50 ml
CaCl, 100 mM
BSA 4%
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3.2. METODOS

3.2.1. Diseiio experimental

El diseno del modelo experimental de pancreatitis aguda inducida por ceruleina se basé
en el procedimiento previamente descrito por San Roman y cols. (1990). La ceruleina es un
analogo de la CCK extraido de la rana arboricola australiana Litoria caerulea (Mayerle y cols.,
2013).

" Induccion de pancreatitis aguda por ceruleina

Para el establecimiento del modelo experimental de pancreatitis aguda inducida por
ceruleing, las ratas fueron sometidas a ayuno durante las 18 horas anteriores al comienzo del
experimento. La ceruleina fue administrada subcutaneamente (dosis de 20 pg/kg, en un
volumen no superior a 0,5 ml) en intervalos de dos horas, hasta llegar a un total de cuatro

inyecciones.

Transcurridas 12 horas desde la Ultima inyeccion de ceruleina, las ratas fueron

sacrificadas por decapitacién para la obtencion de las muestras objeto de estudio.

= Aplicacién quimiopreventiva de melatonina

Con el objeto de estudiar el efecto quimiopreventivo de la melatonina en la pancreatitis
aguda inducida por ceruleina, las ratas fueron divididas en tres grupos experimentales: grupo

control (C), grupo pancreatitis (P) y grupo pancreatitis pre-tratado con melatonina (P+preM).

Para la induccion de la pancreatitis aguda se siguid el procedimiento detallado
anteriormente. El grupo control (C) recibid inyecciones de solucion salina (0,5 ml), de modo que
las ratas fueran sometidas al mismo estrés que el resto de grupos, minimizando asi la alteracion
de los resultados finales como consecuencia del proceso de induccion. El grupo pancreatitis (P)
fue subdividido en 4 subgrupos, recibiendo cada subgrupo entre una (1x), dos (2x), tres (3x) y
cuatro (4x) inyecciones de ceruleina respectivamente, con el fin de comprobar el efecto dosis-
dependiente de ceruleina en el desarrollo de la enfermedad. El grupo pancreatitis pre-tratado
con melatonina (P+preM) fue subdividido del mismo modo, recibiendo segun el subgrupo hasta
cuatro dosis del indol (25 mg/kg, en un volumen no superior a 1 ml), administradas

intraperitonealmente, 30 minutos antes de cada inyeccién de ceruleina. Transcurridas 12 horas
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desde la Ultima inyeccion de ceruleina, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion para la

obtencidn de muestras bioldgicas objeto de estudio.
=  Aplicacién quimiopreventiva de resveratrol

Con el objeto de estudiar el efecto quimiopreventivo del resveratrol en la pancreatitis
aguda inducida por ceruleina, las ratas fueron divididas en tres grupos experimentales: grupo

control (C), grupo pancreatitis (P) y grupo pancreatitis pre-tratado con resveratrol (P+preR).

Para la induccion de la pancreatitis aguda se sigui6 el procedimiento descrito
anteriormente. De nuevo, el grupo control (C) recibid inyecciones subcutaneas de solucion
salina (0,5 ml). El grupo pancreatitis (P) recibié un total de cuatro inyecciones subcutaneas de
ceruleina. Al grupo pancreatitis pre-tratado con resveratrol (P+preR) se le administraron
intraperitonealmente hasta un total de cuatro dosis de la fitoalexina (10 mg/kg, en un volumen
no superior 0,5 ml), en los 30 minutos previos a cada inyeccion de ceruleina. Transcurridas 12
horas desde la Ultima inyeccion de ceruleina, las ratas fueron por decapitacion sacrificadas para

la obtencién de muestras bioldgicas objeto de estudio.

3.2.2. Obtencién de muestras bioldgicas

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion, previa sedacion con ketamina (150

mg/kg), para la obtencién de las siguientes muestras bioldgicas:

= Sangre: obtenida por desanguinacion total de los animales y recogida en tubos
para serologia, sin anticoagulante, que permiten la obtencion del suero por la
presencia de un gel separador en el fondo de los mismos.
» Suero: resultante de la centrifugacion (600g, 30 minutos, 20°C) de la sangre
recolectada en tubos especificos, descritos anteriormente. El suero asi separado fue
alicuotado en tubos Eppendorf y almacenado a -20°C, para la realizacion de posteriores
determinaciones bioquimicas.
* Pancreas: una vez extraidos, con la ayuda de un bisturi se obtenian pequefias
muestras de cada pancreas, que eran sumergidas en liquido de Bouin-Hollander para la
fijacion y posterior procesamiento de las muestras de los estudios histopatoldgicos.

Una vez clasificados y almacenados en bolsas individuales, el resto del pancreas era
inmediatamente ultracongelado mediante su inmersion en nitrégeno liquido, para su
adecuado almacenamiento y conservacion a -80°C, hasta el momento de su

procesamiento.
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v Homogeneizados pancreaticos: Previo a la determinacion de los distintos

parametros de interés, los pancreas fueron descongelados y homogeneizados. Para ello

se pesaron, por cada analisis a realizar, 0,1 gr de tejido pancreatico, que fueron

transferidos a tubos de polipropileno (en hielo) con 1 ml del tampén correspondiente,

compuestos seguln la siguiente tabla:

Parametro

Tampén

Lipoperoxidacion
(LPO)

Actividad
Superoéxido dismutasa
(SOD)

Actividad
Glutation peroxidasa
(GPx)

Oxidacion proteica

PBS 20 mM (pH 7,4)
BHT 0,5M
(10 plI/ml de tampon)

HEPES 20 mM (pH 7,2)
EGTA 1 mM
Manitol 201 mM
Sacarosa 70 mM

Tris-HCI 50 mM (pH 7,5)
EDTA 5 mM
DTT 1 mM
(1pl/ml de tampdn)

MES 50 mM (pH 6,7)
EDTA 1 mM

A continuacion, los fragmentos pancreaticos fueron procesados en un

homogeneizador durante unos segundos a 20 W, hasta conseguir la homogenizacion

del tejido. Tras dejar reposar los homogeneizados en hielo durante 10-15 minutos, se

procedid a su sonicado mediante un pulso de 4-5 segundos, de forma que se facilitaba

la disgregacién y rotura de las células que conforman el tejido pancreatico. Para cada

ensayo enzimatico, fue necesario centrifugar los correspondientes homogeneizados a

las condiciones detalladas en los respectivos protocolos, resumidas a continuacion:

Parametro

Condiciones
centrifugacion

LPO

SOD

GPx

Oxidacion proteica

3000g, 10 min, 4°C

1500g, 5 min, 4°C

10000g, 15 min, 4°C

10000g, 15 min, 4°C
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Finalmente, se obtuvieron sobrenadantes listos para su almacenamiento (-80

oC) y posterior determinacion de las actividades enzimaticas de interés.

v Células acinares: la suspensién de células acinares aisladas se obtuvo
mediante digestion enzimatica del tejido pancreatico, segin el método de Granados y
cols. (2004). Una vez extraidos los pancreas, se disponian en placas de Petri con PBS y
se limpiaban de posibles restos de grasa y grandes vasos sanguineos. Tras la inyeccion
de solucion colagenasa (200 U/ml) (véase apartado 3.1.2. Soluciones), el pancreas se
incubd durante 5-10 minutos en agitacion suave, a 37°C, repitiéndose este paso hasta
un total de tres veces. A la digestion enzimatica del tejido le seguia un suave pipeteo de
la suspensiodn celular a través de puntas de pipeta con didmetro decreciente, que
permitia disociar mecanicamente las células acinares. La suspension asi obtenida, fue
transferida a un tubo con solucidn de parada (véase apartado 3.1.2. Soluciones) para
detener la digestion enzimatica debida a la colagenasa. Finalmente, y para una limpieza
mas profunda, se volvia a centrifugar la suspension durante 2 minutos, a una velocidad
de 1800-2000 rpm y temperatura de 4°C, desechandose el sobrenadante y

resuspendiéndose el pellet resultante en Na-HEPES.

3.2.3. Determinacion de la concentracién de corticosterona

La corticosterona es sintetizada por la corteza adrenal e influye en numerosas funciones
vitales. Desde hace afios, se considera un indicador de estrés fisioldgico. De ahi la importancia
de su determinacion en patologias como la pancreatitis aguda, donde se sospecha que el estrés

oxidativo juega un papel determinante en el establecimiento y/o desarrollo de la enfermedad.

Para la determinacién de los niveles séricos de corticosterona se empled un kit
comercial (DRG), mediante el que se ensayaron los sueros procedentes de las ratas
experimentales por ELISA competitivo. En él, la cantidad desconocida de corticosterona
presente en las muestras problema y una cantidad definida de la misma, conjugada a
peroxidasa de rabano, compiten por la interaccion con los sitios de union de los anticuerpos
frente a corticosterona (anti-corticosterona) adheridos a los pocillos de la placa de titulacion.
Tras sucesivos lavados de la placa, que eliminan el exceso de moléculas conjugadas no unidas,
la adicion de una solucidn substrato producira un cambio de color en el medio que nos
permitird determinar la concentracion de corticosterona, dado que se considera inversamente

proporcional a la densidad Optica registrada para cada muestra.

Para la ejecucién del ELISA competitivo, el kit se componia de los siguientes reactivos:
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Componente Cantidad Envases Especificaciones
Placa de titulaciéon de 96 pocillos 1 placa
. . . . List S
(revestidos de anti-corticosterona - (12 x 8 pocillos) Isto para usar
policlonal)
Estandares 0-6 1ml 7 viales Listo para usar
Conjugado enzimatico 150 1 vial Diluir 1:250 en diluyente
(250X) del conjugado enzimatico
Diluyente del conjugado 25 ml 1 vial Listo para usar
enziméatico
Solucién substrato 25 ml 1 vial Listo para usar
Solucién de parada 14 ml 1 vial Listo para usar
Solucién de lavado 30 ml 1 vial Diluir 1:40 en agua
(14X) destilada

Una vez incubados (1 hora a temperatura ambiente) los estandares y sueros problema
con la enzima conjugada, se lavd la placa hasta 3 veces con soluciéon de lavado. Una segunda
incubacién, tras la adicién del substrato (15 minutos a temperatura ambiente) provoca un
cambio de color en el medio debido a la accion de la peroxidasa conjugada. La reaccion se
interrumpid mediante la adicion de solucion de parada y, posteriormente, se realizd la lectura

de la absorbancia a 450 nm de longitud de onda.

Las absorbancias registradas por duplicado para cada estandar y muestra fueron
procesadas para la obtencion de los valores promedios. Este calculo permite construir una
curva patrén, expresando los promedios de los estandares frente a su concentracion, como se

muestra en la siguiente grafica:
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Para la obtencion de las correspondientes concentraciones de corticosterona (nmol/L)
en los sueros de las ratas experimentales, se aplico a los valores promedio el modelo de
regresion no lineal llamado FourParameterLogistic (4PL), calculado automaticamente por el

software estadistico GraphPadPrism. Este modelo estadistico se basa en la siguiente ecuacion:
F(x) = ((A-D)/(1+((x/C)®)))+D
En donde:

- A= minimo de la asintota (en la determinacion por ELISA, corresponderia al valor
de la absorbancia a una concentracion 0 del estandar).

- B= pendiente de la curva

- C= punto de inflexion

- D= maximo de la asintota (en la determinacién por ELISA, corresponderia con el

valor de la absorbancia a una concentracién infinita del estandar).

3.2.4. Determinacion de la concentracion de amilasa

La a-amilasa se encarga de la digestion enzimatica del glucégeno y el almiddn,
produciéndose principalmente en glandulas salivales y pancreas exocrino. De ahi, que la
determinacion de sus niveles se utilice para diagnosticar o controlar enfermedades

pancreaticas, como la pancreatitis aguda.

La determinacion sérica de la actividad a-amilasa se llevd a cabo mediante la utilizacion
de un kit comercial (Panreac), basado en la hidrdlisis del 2-cloro-4-nitrofenil-o-D-maltotridsido
(CNPG3) a 2-cloro-4-nitrofenol (CNP), 2-cloro-4-nitrofenil-o-D-maltdsido (CNPG,), maltotriosa

(G3) y glucosa (G), segun la siguiente reaccion:
10 CNPG3— 9 CNP + 1 CNPG, + G3+ G

Se considera que la velocidad de formacion de CNP determinada fotométricamente es
proporcional a la concentracion catalitica de o-amilasa en las muestras problema. Por tanto, el

reactivo suministrado tenia la siguiente composicién:

Reactivo Composicion Especificaciones

MES pH 6,0 (100 mmol/L)
CNPG; (2,25 mmol/L)

Cloruro sédico (350 mmol/L)

Listo para usar

Acetato sddico (6 mmol/L)
Tiocianato potasico (900 mmol/L)
Acida sddica (0,95 g/L)
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Las muestras de suero procedentes de las ratas experimentales (véase apartado 3.2.2.
Obtencion de muestras bioldgicas) fueron diluidas en solucién salina 0,9% (1:3) y ensayadas
por duplicado en placas de microtitulacién de 96 pocillos, donde se mezclaron con el reactivo R.
Del mismo modo, fueron ensayados un control positivo (patoldgico) y otro negativo (normal).
Tras la incubacion de la placa completa a 37°C durante 30 segundos, se procedié a la lectura
de la absorbancia inicial de la muestra, asi como a tres lecturas mas separadas entre si por un
minuto, a una longitud de onda de 405 nm. Estas servirian para calcular el promedio del
incremento de la absorbancia con respecto al tiempo (AA/min) de cada muestra y, finalmente,

la actividad amilasa de las mismas aplicandose la siguiente ecuacion:
U/L de Amilasa= AA/min x 3954

Los resultados de la actividad a-amilasa fueron expresados en términos de
unidades/litro (U/L), que se define como la cantidad de enzima que convierte 1 pmol de

substrato por minuto, en condiciones estandar.

3.2.5. Determinacion de la concentracion de lipasa

La lipasa pancredtica es esencial para la absorcion y digestion de nutrientes; en
concreto, cataliza la hidrdlisis de los ésteres de glicerol de los acidos grasos. Se considera un

marcador Util para el diagndstico de enfermedades pancreaticas como la pancreatitis aguda.

El kit comercial (Panreac) empleado para la determinacién de la lipasa en suero, se
basa en la capacidad de la enzima para hidrolizar el sustrato 1-2-O-dilauril-rac-glicerol-3
glutarico-(6 “-metilresorufina)-éster, en presencia de colipasa, iones calcio y desoxicolato, segun

la siguiente reaccion:
1-2-O-dilauril-rac-glicerol-3 glutarico-(6"-metilresorufina)-éster
VlLipasa
1-2-O-dilauril-rac-glicerol + Acido glutarico-6"-etilresorufina-ester (no estable)
VOH

Acido glutarico + Metilresorufina

Se considera que la velocidad de formacidon de metilresorufina determinada
fotométricamente es proporcional a la concentracion catalitica de lipasa en las muestras

problema. De este modo, los reactivos suministrados en el kit fueron los siguientes:
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Reactivo Composicion Especificaciones

TRIS pH 8,3 (40 mmol/L)
Tampén R1 Colipasa (= 1 mg/L) Listo para usar
Desoxicolato (1,8 mmol/L)

Taurodesoxicolato (7,2 mmol/L)

Tartrato pH 4,0 (15 mmol/L)
Sustrato R2 Sustrato de Lipasa (= 0,7 mmol/L) Listo para usar

Cloruro calcico (0,1 mmol/L)

Calibrador Lipasa Suero humano liofilizado Reconstituir en 1 ml de

(patrén) (actividad lipasa indicada en la etiqueta) agua destilada

Las muestras de suero procedentes de las ratas experimentales (véase apartado 3.2.2.
Obtencion de muestras bioldgicas) fueron diluidas en solucion salina 0,9% (1:10) y ensayadas
por duplicado en placas de microtitulacion de 96 pocillos, donde se mezclaron con ambos
reactivos. Asimismo, se establecieron duplicados para la obtencion de valores de absorbancia
para un blanco y un patrdn, que serian usados posteriormente en el calculo de la actividad
lipasa, y para los controles positivo (patoldgico) y negativo (normal). Tras la incubacién de la
placa completa a 37°C durante un minuto, se procedié a la lectura de la absorbancia inicial de
la muestra, asi como a dos lecturas mas separadas entre si por un minuto, a una longitud de
onda de 580 nm. Estas servirian para calcular el promedio del incremento de la absorbancia con
respecto al tiempo (AA/min). Después de calcular los promedios netos obtenidos para el patron
y para cada muestra, restando para ello el valor promedio del blanco, se aplicd la siguiente

ecuacion:

U/L de lipasa =| (AA/min)muestra | x Actividad Calibrador
(AA/min)patron

Los resultados de la actividad lipasa de cada muestra fueron expresados en términos de
unidades/litro (U/L), que se define como la cantidad de enzima que convierte 1 pmol de

substrato por minuto, en condiciones estandar.

3.2.6. Determinacion de la actividad antioxidante total

Los seres vivos han desarrollado un sistema de defensa antioxidante capaz de
contrarrestar los efectos negativos causados por radicales libres de oxigeno o nitrégeno. Este
sistema no sodlo lo forman enzimas antioxidantes como SOD, GPx y catalasa (CAT) sino también

macromoléculas como albimina, ceruloplasmina y ferritina, y otras moléculas de pequefio

60 |



Material y Métodos

tamafio como acido ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno, glutation reducido, acido Urico y
bilirrubina. De este modo, el conjunto de antioxidantes enddgenos, asi como aquellos derivados
de los alimentos, representarian la actividad antioxidante total del sistema, que podria proveer
una informacion biolégica mas relevante que la de los componentes por separado. La capacidad

antioxidante total fue determinada tanto en suero como en tejido pancreatico.

En _suero: El kit comercial empleado (Cayman) para la determinacién de la capacidad
antioxidante total del suero de las ratas experimentales, se basa en la habilidad de los
antioxidantes presentes en la muestra de inhibir la oxidacion del ABTS® (2,2 "-Azino-di-[3-

®* por la metmioglobina. Asi, la cantidad de ABTS®*

etilbenztiazolin sulfonato]) a ABTS
producida puede ser monitorizada mediante la lectura de la absorbancia a 750 nm o 405 nm. Es
decir, los antioxidantes presentes en la muestra problema causaran una supresion de la
absorbancia, a cualquiera de estas dos longitudes de onda, que sera directamente proporcional
a su concentracion. Dicha capacidad antioxidante del sistema es comparada con la de un
analogo del tocoferol soluble en agua, el llamado Trolox y, por tanto, cuantificada en milimolar

de equivalentes Trolox.

Los componentes suministrados en el kit fueron los siguientes:

Componente Envases Especificaciones
Tampodn del ensayo antioxidante 1 vial Diluir 1:10 en agua de
(10X) grado HPLC
Cromoégeno del ensayo 3 viales Reconstituir en 6 ml de
antioxidante agua de grado HPLC
Metmioglobina del ensayo 2 viales Reconstituir en 600 pl de
antioxidante tampon de ensayo

(previamente diluido)

Reconstituir en 1 ml de

Trolox del ensayo antioxidante 3 viales agua de grado HPLC

H,0, del ensayo antioxidante 1 vial Diluir 1:100 y,
posteriormente 1:200, en
agua de grado HPLC

Placa de titulacion de 96 pocillos 1 placa Listo para usar
(ensayo colorimétrico) (12 x 8 pocillos)
Cobertor plastico para placa de 1 cobertor plastico Listo para usar

titulacion de 96 pocillos
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Una vez reconstituido el Trolox, se procedio a la preparacion de los estandares en tubos

de vidrio segun la siguiente tabla:

Estandar Trolox reconstituido Tampoén de ensayo (ul) Concentracion final
un (mMTrolox)

A 0 1.000 0

B 30 970 0,045
C 60 940 0,090
D 90 910 0,135
E 120 880 0,180
F 150 850 0,225
G 220 780 0,330

Los sueros procedentes de las ratas experimentales fueron obtenidos como se sefala
en el apartado 3.2.2. (Obtencién de muestras bioldgicas) y diluidos 1:30 en tampdn de ensayo
previamente diluido, para ser ensayados por duplicado. En cada pocillo se dispensd
metmioglobina y cromodgeno, asi como estandares y muestras, segin correspondiera. La
reaccion se inicid mediante la adicion de H,0,. Tras cubrir la placa de titulacion con el cobertor
plastico e incubarla en un agitador durante 5 minutos a temperatura ambiente, se procedid a

realizar la lectura de absorbancia a 405 nm.

Una vez obtenidos los valores de absorbancia, se calcularon los promedios de cada
muestra y estandar; éstos Ultimos serian representados graficamente frente a sus

correspondientes concentraciones finales, resultando la siguiente curva patrén:

14

€ 12

g 11

E 0,8 -

206 -

s 04 - y =-1,3763x + 1,2303

s R?2=0,9974

2 0,2 -

-Q 7

< O T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4

Trolox (mM)

El calculo de la concentracion antioxidante presente en las muestras problema, se

realizé aplicando la siguiente ecuacion:

Antioxidante (mM)= | Absorbancia media de la muestra — corte eje Y | x dilucién
Pendiente
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En tejido pancreatico: Para la determinacion de la capacidad antioxidante total en
tejido pancreatico se empled un kit comercial (Oxford Biomedical Research) con los siguientes

componentes:

Componente Cantidad Especificaciones
Tampoén de dilucion 60 ml -
Solucién de cobre 5ml -
Solucién de parada 50 ul -
Estandar Trolox - Reconstituir en 2 ml de
etanol

El ensayo se basa en el aprovechamiento del potencial reductor de la muestra para la
conversion del ion Cu®* a Cu'*. Dicha forma reducida del cobre dara lugar a un complejoestable
(2:1) con el reactivo cromogénico, cuya absorcion maxima se produce a una longitud de onda
de 450 nm.

Una vez reconstituido el estandar Trolox inicial (2 mM), se procedié a la preparacion del
resto de estandares segun la siguiente tabla:

Estandar Volumen de agua Volumen Fuente de Concentracion final
destilada (ul) transferido (ul) Transferencia (mMTrolox)

Ss - 2000 2mM 2,0

Ss 500 500 Ss 1,0

Ss 500 500 S4 0,5

Sz 500 500 S3 0,25

S: 500 500 S; 0,125

So 500 - - 0

Para el ensayo por duplicado de los homogeneizados pancreadticos (véase el apartado
3.2.2. Obtencién de muestras bioldgicas), se hizo una dilucion previa 1:40 en tampdn de
dilucion, tanto de las muestras como de los estandares, dispensandose en los correspondientes
pocillos de una placa de titulacién. A continuacion, se establecid un blanco con tampén de
dilucion. De este modo, se realizd una primera lectura del conjunto a 450 nm. Tras anadir la
solucién de cobre a cada pocillo e incubar durante 3 minutos a temperatura ambiente, se
finalizo la reaccién con solucién de parada y se realizd la segunda lectura a la misma longitud
de onda.
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Una vez obtenidas las dos lecturas, y mediante los valores promedios, se calculd la
absorbancia neta de cada estandar y muestra, restando los valores de la primera lectura a los
de la segunda. Asi, se representaron las absorbancias netas de los estandares frente a la

concentracion del Trolox, para la obtencién de la siguiente curva patron:

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

y =0,1912x + 0,0083
R? = 0,9982

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Equivalente Trolox

Absorbancia neta 450 nm

Para el calculo de la capacidad antioxidante total de las muestras, se aplico la siguiente

ecuacion:

Equivalentes Trolox (mM)= [Absorbancia muestras — corte eje Y ] x dilucion
pendiente

Finalmente, los valores de actividad antioxidante total de los homogeneizados
pancreaticos fueron corregidos por la concentracion de proteinas totales del tejido, siguiendo el
método de Bradford (Bradford, 1976).

3.2.7. Determinacion de la concentracién de citocinas

Las citocinas son mediadores de la inflamacion y, en muchos casos, indicadores de la
progresion de una enfermedad. En una patologia de caracter inflamatorio como la pancreatitis
aguda, la exacerbacién de la produccién de éstas por parte de células inmunitarias e, incluso,
de las propias células acinares, puede suponer un desenlace fatal para el paciente. De ahi la
importancia en el conocimiento sobre el despliegue de la respuesta inflamatoria de cara a un

futuro control terapéutico.

El kit comercial utilizado (Bio-Rad) para la determinacion de la actividad sérica se basa
en un principio similar al de ELISA-sandwich, donde anticuerpos especificos unidos
covalentemente a bolas magnéticas reaccionan con el conjunto de biomarcadores de interés
(como TNF-a, IL-1B, IL-4 e IL-10) al incubarse con la muestra. Después de una serie de
lavados para eliminar las moléculas no unidas, se crean los llamados complejos sandwich, a

través de la adicion de anticuerpos biotinilados. Finalmente, dichos complejos se ponen de
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manifiesto a través de la adicion del conjugado estreptavidina-ficoeritrina, funcionando este

ultimo compuesto como un indicador fluorescente o reporter.

Para la realizacion del ensayo por duplicado de los sueros extraidos a las ratas
experimentales (véase apartado 3.2.2. Obtencion de muestras bioldgicas), se suministraron los

siguientes componentes:

Componente Cantidad Especificaciones
Diluyente de estandar 10 ml Listo para usar
Diluyente de muestra 40 ml Listo para usar

Tampoén de ensayo 50 ml Listo para usar
Tampoén de lavado 200 ml Listo para usar
Diluyente de los anticuerpos de 5mi Listo para usar
deteccion
Estreptavidina-ficoeritrina 1 tubo Diluir 1:100 en tampon de
(100x) ensayo
Estandar 1 vial Reconstituir en 500 pl de

diluyente estandar

Bolas magnéticas acopladas (20x) 1 tubo Diluir 1:20 en tampon de
ensayo
Anticuerpos de deteccion 1 tubo Diluir 1:20 en diluyente de
(20x) anticuerpos de deteccion
Placa de titulacion de 96 pocillos 1 placa Listo para usar
(ensayo colorimétrico) (12 x 8 pocillos)
Cobertor plastico para placa de 1 cobertor plastico Listo para usar

titulacion de 96 pocillos

En primer lugar, se diluyeron las muestras (1:4) en diluyente de muestras y se prepard
una bateria de ocho estandares, diluidos cada uno de ellos 4 veces con respecto al anterior. A
continuacién, se humedecio la placa de titulacion con tampodn de ensayo, que fue retirado para
anadir las bolas magnéticas acopladas. Tras un doble lavado de la placa con tampon de lavado,
se adicionaron los blancos, controles, estandares y muestras, segun correspondiera. A
continuacion, siguié la secuencia de lavados, adicion de componentes y centrifugaciones (a

temperatura ambiente y agitacion) detallada a continuacion:
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¢ Incubacién de 1 hora y triple lavado de la placa.
¢ Adicion del anticuerpo biotinilado.

¢ Segunda incubacién de 30 minutos.

¢ Adicion del complejo estreptavidina-ficoeritrina.
e Incubacién de 10 minutos.

e Lavado triple de la placa.

Finalmente, el contenido de los pocillos fue resuspendido en tampdén de ensayo y

sometido a agitacion orbital de 1100 rpm durante 30 segundos.

Los resultados finales se obtuvieron mediante la lectura y el analisis automatizado
mediante el sistema Bio-Plex. Este sistema ilumina con laser rojo (635 nm) el fluorocromo de
cada bola para asi poder identificarlas y clasificarlas y, al mismo tiempo, excita con laser verde
(532 nm) la ficoeritrina para generar la llamada senal reporter, detectada por un tubo
fotomultiplicador. El software integrado en el sistema presenta los datos tanto en forma de
intensidad de fluorescencia media (IFM), como de concentracién (pg/ml). Se considera que la
concentracion de analito unido a cada bola magnética es directamente proporcional al IFM de la

sefal reporter.

3.2.8. Determinacion del grado de lipoperoxidaciéon

La lipoperoxidacién es un fenémeno bien conocido de dafio celular mediado por ERO vy,
por tanto, se considera un buen marcador de estrés oxidativo en células y tejidos. Los
peroxidos procedentes de acidos grasos poliinsaturados son inestables y se descomponen
rapidamente para generar malondialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (HAE), productos que

son utilizados en la determinacion del grado de peroxidacion lipidica.

El kit comercial usado (Oxford Biomedical Research) para la determinacion del grado de
lipoperoxidacion en tejido pancreatico, se basa en la deteccion de MDA a través de la reaccion
con el reactivo cromogénico N-metil-2-fenilindol a 45°C, para dar lugar a un cromoéforo estable
con un maximo de absorbancia a 586 nm de longitud de onda. Los componentes suministrados

fueron los siguientes:

Componente Cantidad Composicion Especificaciones

Reactivo R1 13 ml N-metil-2-fenilindol Diluir 3:1 en diluyente
(determinacion de MDA) (en acetonitrilo)

Reactivo R2 4 ml Acido metanosulfénico -

(determinacién de MDA+HAE)
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Estandar MDA 200 pl 1,1,3,3- Diluir 1:500 en agua
Tetrametoxipropano destilada
(TMOP, en Tris-HCl)
Diluyente 5,5 ml Hierro férrico -

(en metanol)

Placa de titulaciéon de 96 pocillos 1 placa
(ensayo colorimétrico) - (12 x 8 pocillos) Listo para usar

Antes de comenzar con el ensayo por triplicado de los homogeneizados pancreaticos
(tal y como se detalla en el apartado 3.2.2. Obtencién de muestras bioldgicas), se prepard un
blanco a base de acetonitrilo (75%) y diluyente (25%), y acido clorhidrico a una concentracion
del 37%. En segundo lugar, se procedié a la composicion de los estandares, en base a la

siguiente tabla:

Estandar MDA (ul) Agua destilada Concentracién MDA

Hn (™M)

Eo - 200 0

= 5 195 0,5

Ex 10 190 1,0

Es 25 175 2,5

= 50 150 5,0

Es 100 100 10,0

Ee 150 50 15,0

= 200 - 20,0

Los estandares y las muestras fueron incubados a 45 °C y durante 60 minutos en tubos
de microcentrifuga junto con reactivo R1 y HCl 37%. Transcurrido el tiempo de incubacion, las
muestras fueron centrifugadas a 15000g durante 10 minutos, con el fin de obtener un
sobrenadante limpio para cada una. Parte de estos sobrenadantes fueron transferidos a la placa

para realizar la lectura de la absorbancia a 586 nm.

Una vez obtenidos los valores de absorbancia, se calcularon los valores promedios de
estandares y muestras; posteriormente, se obtuvieron las absorbancias netas de los estandares,
es decir, la diferencia entre el valor de cada estandar y el valor de absorbancia del blanco, para

representarlas graficamente frente a la concentraciéon de MDA en la siguiente recta patron:
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De este modo, se pudieron obtener las concentraciones de MDA en la muestra,

aplicando los promedios netos de cada una en la siguiente ecuacion:

Abs (586 nm) — corte eje X
pendiente

[MDA] (uM)=

Finalmente, los valores de la concentracion de MDA obtenida para los homogeneizados
pancreaticos fueron corregidos por la concentracion de proteinas totales del tejido, siguiendo el
método de Bradford (Bradford, 1976).

3.2.9. Determinacion de la actividad enzimatica superdxido dismutasa (SOD)

Tal y como se comentd anteriormente, las metaloenzimas SOD forman parte del
sistema de defensa antioxidante celular, catalizando la dismutacion de anién superoxido en

oxigeno molecular y H,0,, segun la siguiente reaccion:

202-_ + 2H+ + SOD — H202 + 02

Tres tipos de SODs han sido caracterizadas en funcién del metal que actie como
cofactor. Asi podemos hablar de cobre/zinc (Cu/Zn), manganeso (Mn) y hierro (Fe) SODs, de

localizacién citosdlica, mitocondrial y extracelular, respectivamente.

Para la determinacién en tejido pancreatico de la actividad estos tres tipos de SODs, se
empled un kit comercial (Cayman) basado en el uso de una sal de tetrazolio para la deteccion

de radicales superoxido generados por las enzimas xantina oxidasa e hipoxantina.

Los pancreas extraidos de las ratas objeto de experimentacion fueron descongelados y

procesados para la obtencidn de homogeneizados tisulares (tal y como se describe en el
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apartado 3.2.2. Obtencion de muestras bioldgicas), como paso previo a la medicion de la

actividad SOD. El kit utilizado con este fin disponia de los siguientes componentes:

Componente Cantidad Envases Especificaciones
Tampoén de ensayo (10X) 5 mi 1 vial Diluir 1:10 en agua de
grado HPLC
Tampoén de muestra (10X) 5ml 1 vial Diluir 1:10 en agua de
grado HPLC
Detector de radicales 250 pl 1 vial Diluir 1:400 en tampon de
ensayo

(previamente diluida)

Estandar SOD 100 pl 1 vial Diluir 1:100 en tampdn de
muestra (previamente
diluida)
Xantina oxidasa 150 pl 3 viales Diluir 1:40 en tampon de

muestra (previamente
diluida)
Placa de titulacion de 96 pocillos 1 placa Listo para usar

(ensayo colorimétrico) - (12 x 8 pocillos)

Una vez listos los reactivos, se procedio a la preparacion de los estandares, realizando
en tubos de ensayo de cristal diversas diluciones del estandar original con tampdn de muestra

(ambos pretratados, como se especifica anteriormente), en base a la siguiente tabla:

Estandar SOD original (ul) Tampoén de muestra (ul) Actividad SOD final
u/ml)
A 0 1.000 0
B 20 980 0,025
c 40 960 0,05
D 80 920 0,1
E 120 880 0,15
F 160 840 0,2
G 200 800 0,25

El ensayo se realizd por duplicado, dispensando en primer lugar a todos los pocillos el
detector de radical y, posteriormente, los estandares y muestras, seglin correspondiera. La

reacciéon se inicid por adicion de xantina oxidasa. Tras una breve agitacion que permitiera la
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adecuada mezcla de los componentes, la placa se protegia con el cobertor plastico y se
incubaba en un agitador a 20 minutos y temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se

procedid a la lectura de la absorbancia de las muestras a 450 nm de longitud de onda.

Los valores de absorbancia asi obtenidos fueron analizados y procesados para el calculo
de la absorbancia media de cada estandar y muestra. A continuacion, se obtuvieron los ratios
linearizados (RLs), dividiendo el valor medio de la absorbancia del estandar A por si mismo vy,
posteriormente, por el de todos los demas estandares y muestras. Dichos RLs fueron
representados graficamente en funcion de la actividad SOD final (U/ml) de cada estandar, para

la obtencion de la siguiente recta patron:

0 0,1 0,2 0,3
Actividad SOD final (U/ml)

6 y=11,736x+0,9671
n R?=0,9911
24
©
2
~g 2
(]
-g 0 + T 1
|
4

En base a la ecuacion de la recta patréon asi obtenida, se calculd la actividad SOD de las

muestras, aplicando la siguiente ecuacion:

RL muestra — corte eje Y x 0,23 ml
pendiente 0,01 ml

SOD (U/ml)=

De este modo, se define una unidad de SOD como la cantidad de enzima necesaria

para exhibir el 50% de dismutacién de radical superdxido.

Finalmente, los valores de actividad SOD de los homogeneizados pancreaticos fueron
corregidos por la concentracion de proteinas totales del tejido, siguiendo el método de Bradford
(Bradford, 1976).

3.2.10. Determinacion de la actividad enziméatica glutation peroxidasa (GPx)

La enzima GPx cataliza la reduccion de hidroperoxidos, como el H,0,. Los centros
activos de selenocisteina presentes en cada una de las cuatro subunidades que conforman la
enzima, participan directamente en la reduccién del sustrato perdxido. Es necesaria la presencia
de glutation reducido, que se comporta como el Ultimo donante de electrones que regenera la

forma reducida de la selenocisteina.
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El kit comercial utilizado (Cayman) mide la actividad GPx en muestras de tejido
pancreatico de forma indirecta, a través de una reaccion acoplada donde participan glutation

reductasa (GR) y glutation oxidado (GSSG), segun el siguiente esquema:

R-0-O-H + 2GSH - (GPx) - R-O-H + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H* 5 (GR) - 2GSH + NADP*

La oxidacion de NADPH a NADP™ produce una disminucion de la absorbancia a 340 nm,

que se considera directamente proporcional a la actividad GPx en la muestra.

Los pancreas extraidos de las ratas objeto de experimentacion fueron descongelados y
procesados para la obtencion de homogeneizados tisulares (tal y como se describe en el
apartado 3.2.2. Obtencién de muestras bioldgicas), como paso previo a la medicion de la
actividad GPx. Para la realizacion del ensayo, se disponia de los siguientes componentes

suministrados por la casa comercial:

Componente Cantidad Envases Especificaciones
Tampodn de ensayo (10X) 3ml 1 vial Diluir 1:10 en agua de
grado HPLC
Tampon de muestra (10X) 3ml 1 vial Diluir 1:10 en agua de
grado HPLC
GPx (control) 50 pl 1 vial Diluir 1:50 en tampon de
muestra
Mezcla co-substrato - 3 viales Reconstituir cada vial en 2

ml de agua de grado HPLC

Hidroperoéxido de cumeno 2,5 ml 1 vial Listo para usar

Placa de titulaciéon de 96 pocillos 1 placa Listo para usar
(ensayo colorimétrico) - (12 x 8 pocillos)

Cobertor plastico para placa de - 1 cobertor plastico Listo para usar

titulacion de 96 pocillos

El ensayo por triplicado de los homogeneizados pancreaticos comenzo6 dispensando en

los pocillos correspondientes tampon de ensayo, mezcla co-substrato, control GPx y muestras.
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La reaccion se iniciaba anadiendo a todos los pocillos usados hidroperoxido de cumeno. Tras
una breve agitacion, se procedia a la lectura de la absorbancia a 340 nm cada minuto,
obteniendo al menos 5 lecturas.

Una vez obtenidos los valores de absorbancia, se trazaron éstos en funcion del tiempo
para asi obtener la pendiente de la porcion lineal de la curva. Posteriormente, se determind
para el control GPx la tasa AAs4/min y se restd este valor a cada muestra. De este modo, para

calcular la actividad GPx, se aplico la siguiente formula:

AA340/min x 0,19 ml
0,00373 pM! 0,22 ml

Actividad GPx (nmol/min/ml)=

Finalmente, los valores de actividad GPx de los homogeneizados pancreaticos fueron
corregidos por la concentracién de proteinas totales del tejido, siguiendo el método de Bradford
(Bradford, 1976).

3.2.11. Determinacion del grado de oxidacion proteica

Uno de los marcadores de oxidacion proteica mas cominmente usado es el contenido
en carbonilos proteicos. Algunos de los cationes que participan en el ciclo redox, como Fe** y
Cu®*, pueden unirse a sitios especificos de unidn presentes en proteinas. Esta union, junto con
sucesivos ataques por parte de H,0, u O,, transformaria los grupos amino de la cadena lateral
de la proteina (como lisina, arginina, prolina o histidina) en grupos carbonilo. Sin embargo, la
oxidacidon proteica mediada por metales no es el Unico mecanismo por el que los grupos

carbonilo son introducidos en las proteinas.

El kit comercia usado (Cayman) detecta los grupos carbonilos presentes en la proteinas
de la muestra de tejido pancreatico a través de la reaccion con dinitrofenilhidrazina (DNPH),
formandose una base de Schiff que dara lugar a la correspondiente hidrazona. De este modo, la
cantidad de proteina-hidrazona producida podra ser analizada espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 360-385 nm. Los componentes necesarios para la reaccion fueron los

recogidos en la siguiente tabla:

Componente Envases Especificaciones

Acido clorhidrico (HCI) 2 viales Reconstituir cada vial en 40
ml de agua de grado HPLC

DNPH 2 viales Reconstituir cada vial en 10
ml de HCI (previamente
diluido)
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Solucién TCA

Hidrocloruro de guanidina

Etanol

Acetato de etilo

Placa de titulacion de 96 pocillos

(ensayo colorimétrico)

Cobertor plastico para placa de

titulacion de 96 pocillos

1 vial

1 vial

2 viales

1 vial

1 placa

(12 x 8 pocillos)

1 cobertor plastico

Material y Métodos

Obtener diluciones al 20%
y 10% con agua de grado
HPLC

Listo para usar

Listo para usar

Mezclar en proporcién 1:1

con etanol

Listo para usar

Listo para usar

Antes de comenzar con el ensayo, se prepararon los homogeneizados de las muestras

pancredticas, tal y como se describe en el apartado 3.2.2. Obtencidon de muestras bioldgicas.
Estos fueron transferidos por duplicado a dos tubos de plastico e incubados durante una hora y
en oscuridad con DNHP el llamado tubo muestra, y con HCl el denominado t(ubo control.
Transcurrido este tiempo, se realizaron los siguientes ciclos de resuspension/centrifugacion
(10.000 g, 10 minutos, 4 °C):

1. Resuspension de los pellets en TCA al 20%, manteniendo los tubos en hielo

durante 5 minutos, antes de la centrifugacion.

2. En TCA 10% manteniendo los tubos en hielo durante 5 minutos, antes de la

segunda centrifugacion.

3. En la mezcla de etanol/acetato de etilo (1:1), antes de la tercera centrifugacion.

Este paso se repitié hasta dos veces mas.

4. En hidrocloruro de guanidina.

Tras la ultima centrifugacion, las muestras y controles pudieron ser transferidos por

duplicado a la placa de titulacion, donde se realizd la lectura de la absorbancia a 360-385 nm.
Una vez obtenidos los valores de absorbancia, se calcularon las absorbancias medias y las
corregidas (AC), restando los valores medios de los controles a los de las muestras. Para

calcular la concentracién de carbonilos se aplico la siguiente ecuacion:

Carbonilos proteicos (nmol/ml)= [AC/ 0,011 pM™] (500 pI-200 pl)
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Finalmente, los valores de carbonilos proteicos de los homogeneizados pancreaticos
fueron corregidos por la concentracion de proteinas totales del tejido, siguiendo el método de
Bradford (Bradford, 1976).

3.2.12. Determinacion de la concentracion intracelular de calcio

El Fura 2-acetilmetiléster (Fura 2-AM) es una herramienta fundamental para la
deteccion de variaciones intracelulares de la concentracion de calcio. Su K4 para el calcio de
150-250 nM permite detectar variaciones muy pequenas (del orden de nM) del idn.
Adicionalmente, presenta dos longitudes de onda de excitacion (340 y 380 nm) y una longitud
de onda de emision (505 nm). De esta forma, si excitamos el fluoréforo a 340 nm, cuando el
ion calcio se une a la molécula se produce un incremento de fluorescencia emitida a 505 nm;
por el contrario, a 380 nm la fluorescencia emitida disminuye. Estas caracteristicas garantizan
gue obtengamos una lectura de la concentracién de calcio correcta, e impide errores debido al
fotoblangueo de la sonda, o artefactos resultantes de la manipulacién de las muestras. Otra
cualidad importante de esta sonda es que presenta el punto isosbético (o punto de
isofluorescencia) a 360 nm, lo cual resulta Util a la hora de monitorizar los cambios en la
fluorescencia no dependiente de calcio o para apreciar la pérdida defluorescencia (fenémeno
conocido como guenching), al unirse la molécula a metales pesados como el Mn**. Por otro
lado, el inconveniente que se presenta el emplear esta sonda es que si nos excedemos tanto en
la concentracion de Fura 2-AM, como en el tiempo de incubacion de las células, puede
originarse una compartimentalizacion no deseada de la sonda en los diferentes organulos

intracelulares.

Para llevar a cabo la carga con el indicador fluorescente, se incubd la suspension de
células acinares con Fura2-AM (4 pM) y &acido plurdnico (4 pl/ml de Na-HEPES) durante 30
minutos en oscuridad y a temperatura ambiente, tal como se indica en el método de Gonzalez y
cols. (2002).Una vez finalizado el periodo de incubacién, se realizd una centrifugacion suave
(150 g) durante 5 minutos y se retird el sobrenadante, que contiene el exceso del fluoréforo
gue no ha penetrado en las células. A continuacion, se resuspendid el precipitado en nuevo
medio de Na-HEPES para llevar a cabo la determinacion de la concentracion de calcio
intracelular empleando un espectrofluorimetro. Las muestras fueron analizadas en alicuotas de
2 ml, que eran depositadas en la cubeta de cuarzo y mantenidas en agitacién continua y
temperatura constante (37°C). De este modo, eran excitadasalternativamente a longitudes de
onda de 340 y 380 nm para, posteriormente, recoger la fluorescencia emitida a la longitud de
onda de 505 nm. Los cambios en la concentracion de calcio intracelular fueron monitorizados y
expresados como el ratio de la fluorescencia emitida a 505 nm cuando excitamos las células a
340 nm, dividido por la emitida al excitar a 380 nm (Ratio: 340/380).
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En ultimo lugar, una vez hemos registrado los valores de ratio de Fura-2 (340/380) de
la fluorescencia obtenida en los experimentos, se calculd la concentracion de calcio libre
intracelular por el método de Grynkiewicz y cols., (1985), cuya formula se describe a

continuacion:

[Ca®1i= K4 | R-Rmn| B
Rmax'R

En donde:
- Riyin: Ratio de fluorescencia en medio libre de Ca®*.
- Rmax: Ratio de fluorescencia en condiciones de saturacién de Ca**

- B: Cociente entre S (intensidad de fluorescencia en ausencia de Ca®* a 380 nm.) y S,

(intensidad de fluorescencia del fura saturado de Ca** a 380 nm.

- Kg: Constante de disociacion del indicador para el Ca**, que suele variar en funcién de la
temperatura (a 37 °C es de 214 nM para el fura 2-AM).

Por otro lado, para la obtencion de estos parametros se calibrd cada experimento,
saturando de calcio el medio extracelular por adicion a la cubeta de una concentracion final de
calcio de 1 mM. El Sy y Rmax Se obtuvieron al romper las células empleando una solucion de
Tritdon X-100 (0,05 %), de modo que todo el Fura 2 existente en el interior de las células se
pone en contacto con el calcio. A continuacion, se obtuvieron los parametros S¢ y Ry afiadiendo

a la suspensioén una solucién con una alta concentracién de EGTA (50 mM).

3.2.13. Estudio y valoracion de parametros histopatoldgicos

Tras la extraccion y limpieza del pancreas de cada animal, una pequefia muestra de
cada uno fue cortada e inmediatamente sumergida en una solucion fijadora Bouin-Hollander

durante 24 horas a 4°C.

Posteriormente, se procedid al lavado, deshidratacion, transparentado e inclusion de las

muestras en parafina, segun el siguiente protocolo:

Compuesto Tiempo
Lavado en Etanol 70% 24 horas (3x)
Etanol 90% 4 horas
Etanol 100% 8 horas
Etanol 100% 8 horas
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Transparentado en Etanol 100%-Xileno (1:1) 12 horas
Xileno 1 hora

Xileno-Parafina (1:1) 12 horas

Inclusién en Parafina I 12 horas

Parafina II 12 horas

Parafina III 12 horas

Confeccion del bloque - -

Los blogues de parafina fueron cortados en un micrétomo de rotacién, en secciones de
8 mm de grosor. Con posterioridad las secciones fueron desparafinadas, rehidratadas y tefiidas

con hematoxilina-eosina para su analisis a microscopia Optica, en base al siguiente protocolo:

Compuesto Tiempo

Desparafinacion en Xileno 5 minutos
Xileno 5 minutos

Rehidrataciéon en Etanol 100% 2 minutos
Etanol 90% 2 minutos

Etanol 70% 2 minutos

Etanol 50% 2 minutos

Etanol 30% 2 minutos

Lavado en Agua destilada 2 minutos
Tincién en Hematoxilina 2 minutos
Lavado en Agua corriente* 10 minutos
Tincién en Eosina 8 minutos
Lavado en Agua destilada 2 minutos
. L Etanol 70% 2 minutos

Deshidratacion en

Etanol 90% 2 minutos

Etanol 100% 2 minutos

Lavado en Xileno 2 minutos
Xileno 2 minutos

Montaje con Eukit - -

* para que hematoxilina vire a tonalidad azul

Por Ultimo, se tomaron fotografias de las secciones pancredticas de ratas sometidas a
diferentes tratamientos y ratas control, con el objeto de poner de manifiesto la existencia de
signos histoldgicos relacionados con el proceso inflamatorio caracteristico de la pancreatitis
aguda (edema, infiltracion leucocitaria, etc.) o, en su caso, la inexistencia o levedad de los

mismos.
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Todas las secciones fueron observadas mediante microscopia de campo claro en un microscopio
Eclipse-600 (Nikon), obteniendo imagenes digitales de las mismas con una camara Axiocam
HRc acoplada al microscopio. Dichas imagenes fueron realizadas a diferentes aumentos
utilizando los objetivos 10x, 20x, 40x y 100x y posteriormente optimizadas con el software
Adobe Photoshop (v. CS4).

3.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron expresados en términos de media + desviacion tipica para su analisis
mediante el software estadistico GraphPadPrism (GraphPad, San Diego, CA, USA). El nivel de

significacién establecido fue a= 0,05.

Para analizar estadisticamente los resultados obtenidos para cada parametro
estudiado y detectar la existencia de posibles diferencias significativas entre grupos
experimentales, se utilizd el test paramétrico de analisis de la varianza de una via (ANOVA),

seguido por un test de comparaciones multiples de Tukey.

Para el caso del andlisis realizado para el parametro sérico corticosterona, fue
necesario utilizar un test no paramétrico de Kruskal-Wallis, sequido del test de comparaciones

multiples de Dunn.
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PREAMBULO

Los resultados obtenidos durante el desarrollo experimental de esta Tesis Doctoral se
exponen a continuacion en el formato de publicaciones. Con esta forma de presentar los
resultados se pretende aportar una mayor concision y fidelidad al trabajo experimental
desarrollado. Ademéas de la discusion que contiene cada articulo, la cual favorece la
interpretacion de cada objetivo de investigacion planteado, hemos incluido, tras el apartado de
resultados, una discusidn general de nuestra investigacién con la finalidad de dar una visién

mas completa de nuestros resultados.

PREAMBULO

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento experimental desta Tese Doutoral séo
apresentados a seguir no formato de publicagbes. Esta maneira de apresentar os resultados
pretende proporcionar mais concisdo e fidelidade ao trabalho experimental desenvolvido. Além
da discussdo que contém cada artigo, o que favorece a interpretacdo de cada objetivo da
investigacdo proposta, incluimos, apds a sec¢do dos resultados, uma discussdo geral da nossa

investigacdo, a fim de dar uma visdo mais completa dos nossos resultados.
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Anti-inflammatory effects of melatonin in a rat model of
caerulein-induced acute pancreatitis
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The purpose of our study was to evaluate the protective effect of melatonin in a rat model of caerulein-induced acute pancreatitis. For the
induction of experimental acute pancreatitis, four subcutaneous injections of caerulein (20 pgkg™" body weight) were given to Wistar rats
at 2-h intervals. Melatonin was injected intraperitoneally (25 mgkg™" body weight) 30 min before each caerulein injection. After 12 h, rats
were sacrificed by decapitation. Blood and pancreas samples were collected and processed for serological and histopathological studies,
respectively. Lipase, a-amylase, corticosterone, total antioxidant power and cytokines interleukin (IL)-1fB, IL-4 and tumour necrosis factor
(TNF)-o. were determined using commercial kits. ANOVA and Tukey tests (P < 0.05) were performed for the statistical analysis of the results.
Results showed that the administration of melatonin reduced histological damage induced by caerulein treatment as well as the hyperamylasemia
and hyperlipidemia. Corticosterone and antioxidant total power were also reverted to basal activities. Furthermore, melatonin pre-treatment
reduced pro-inflammatory cytokines IL-1f and TNF-« and increased the serum levels of anti-inflammatory cytokine IL-4. In conclusion,
the findings suggest that the protective effect of melatonin in caerulein-induced acute pancreatitis is mediated by the anti-inflammatory abil-
ity of this indolamine. Thus, melatonin may have a protective effect against acute pancreatitis. Copyright © 2013 John Wiley & Sons, Ltd.

KEY WORDS—melatonin; acute pancreatitis; caerulein; interleukins; inflammatory effects

INTRODUCTION

Acute pancreatitis is a mild oedematous disease, with a pos-
sible haemorrhagic and necrotizing evolution and a fatal
prognosis.' The pathophysiology of this inflammatory illness
included tissular oedema, acinar necrosis, 2perivascular infil-
tration and haemorrhagia in the pancreas.” It is known that
the transition between the mild and the serious form of acute
pancreatitis is due to the amplification of the inflammatory
response. Thus, spreading from its initial location to the rest
of the organism, the generalized inflammation could even
culminate in a multisystem organ failure and/or septic compli-
cations. In fact, these complications are ultimately responsible
for the high mortality and morbidity rates of this illness.**
Nowadays, molecular mechanisms of acute pancreatitis
are not completely elucidated. Previous studies have
confirmed the participation of reactive oxygen species
(ROS) at early stages of acute pancreatitis, independently
of the underlying aetiology.”™ The overproduction of
ROS, besides other toxic species, may exceed the capacity

*Correspondence to: José A. Pariente, Neuroimmunophysiology and
Chrononutrition Research Group. Department of Physiology, Faculty of
Science. University of Extremadura, 06071, Badajoz, Spain.

E-mail: pariente @unex.es

Copyright © 2013 John Wiley & Sons, Ltd.

of the organism’s antioxidant system, triggering a cascade
of systemic fatal events.” Some of the cellular components,
such as lipids, proteins, cytoskeleton'® and DNA, have been
recognized as main targets of oxidative damage.® Addition-
ally, organelles such as mitochondria, fundamental source
of ROS in cell, or zymogen granules, which contain
the main digestive enzymes secreted by the exocrine
pancreas,'"'* have shown a high susceptibility to oxidative
damage. On the other hand, it has also been speculated that
the activation of trypsinogen into trypsin could be produced
by the uncontrolled liberation of pancreatic enzymes, lead-
ing in acinar degradation, increased vascular permeability
and leukocyte infiltration to the injured areas. In this case,
the intervention of cytokines and other immunitary mediators
could facilitate the systemic dissemination of the inflamma-
tory response, damaging other organs that are localized far
from the original focus, such as lungs, liver and kidneys.'*'*

On the other hand, melatonin (N -acetyl—S-methoxytryg)tamine)
was primarily isolated from the pineal gland in 1958."> Never-
theless, since this discovery, the synthesis of melatonin has
also been detected in other locations such as the gastrointes-
tinal system,'® where its concentration is estimated to be 400
times higher than the levels found in the pineal gland."’
Although melatonin is mainly known by the regulation of
vital functions such as circadian and circanual cycles,18
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and seasonal reproduction of some species,'? it also plays
an important antioxidant role, either acting individually,
as a non-enzymatic free radicals scavenger, or stimulating
antioxidant mechanisms [for example, superoxide dismu-
tase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase
(GPx)].2%2! Furthermore, melatonin stabilizes and protects
lipidic membranes against lipoperoxidation phenomenon,*
as well as influences the immune system through the inhib-
ition of NF-k transcription factor, related with the produc-
tion of the pro-inflammatory cytokines interleukin (IL)-1c,
IL-6 and tumour necrosis factor (TNF)-o..%3

In the past years, melatonin has been revealed as one of the
most promising molecules in the treatment of several inflam-
matory diseases.’*?’ For this reason, this study was aimed at
assessing the effect of exogenous administration of melatonin
during the induction process of acute pancreatitis induced
by the cholecystokinin analogue caerulein in rats.

MATERIALS AND METHODS
Reagents

IL-1B, TNF-a and IL-4 Bioplex Cytokine Group I Assay
kits were supplied by BioRad (Madrid, Spain). Cortico-
sterone solid phase enzyme-linked immunoabsorbent assay
(ELISA) and antioxidant total power commercial assay kits
were obtained from DRG Diagnostics (Marburg, Germany)
and Cayman Chemical Co (Madrid, Spain), respectively.
a-Amylase and lipase colorimetric assay kits were supplied
by Spinreact (Girona, Spain). Caerulein was obtained from
Sigma Co. (Madrid, Spain), melatonin from Fagron Ibérica
(Barcelona, Spain) and ketamine (Imalgen 500®) from Merial
Laboratories SA (Barcelona, Spain). All others reagents were
of analytical grade.

Animal and experimental model

Both male and female Wistar rats (200-300 g of body weight)
were obtained from the Animal House of the Faculty of Medi-
cine of the University of Extremadura (Spain). Animals were
housed individually in cages under standard conditions at
room temperature on a 12-h light: 12-h dark cycle with
commercial pellet chow and drinking water ad [libitum.
All experiments were performed according to the protocols
approved by the Bioethical Committee for Animal Experi-
mentation of the University of Extremadura.

Rats were made to fast for 18 h before the induction of
acute pancreatitis. Rats were divided into a control group,
a pancreatitic group, and a pancreatitic group pre-treated
with melatonin. To induce acute pancreatitis, one (x1),
two (x2), three (x3) or four (x4) subcutaneous injections
of caerulein (20 ugkg™' body weight, dissolved in saline
solution) or vehicle (saline solution) were given at 2-h inter-
vals, as previously described.?® In the melatonin pre-treatment
group, melatonin was injected intraperitoneally (25 mgkg™
body weight, dissolved in saline solution) 30 min before each
caerulein injection. Rats were sacrificed by decapitation 12h
after the final caerulein injection, under sedation by ketamine

Copyright © 2013 John Wiley & Sons, Ltd.

(150 mgkg™" body weight). Blood samples were collected
in pre-prepared tubes containing serum-separating gel to
determine the serum amylase and lipase activities, cytokine
levels, and corticosterone and total antioxidant power. The
pancreas was rapidly removed for histopathological studies.

Histological procedures

The pancreas was immediately removed and immersed in
Bouin’s fluid for 24 h at 4°C and rinsed with 70% ethanol
several times to remove traces of the Bouin’s fixative, dehy-
drated in ethanol, cleared in xylene and embedded in paraffin.
Paraffin blocks were cut in a rotatory microtome (Microm,
Heidelberg, Germany) at 8-pum thickness. Paraffin sections
were dewaxed in xylol, rehydrated and stained with
hematoxylin and eosin. The sections were observed using a
brightfield Nikon Eclipse-600 microscope and photographed
using a digital camera (Axiocam HRc).

Measurement of a-amylase, lipase, cytokines, corticosterone
and total antioxidant power in serum

Serum o-amylase, lipase and total antioxidant power activ-
ities were measured using colorimetric assay Kkits, according
to the manufacturers’ protocols, using a plate reader. We
also performed the ELISA in accordance with the manufac-
turer’s manual using ELISA Kkits for rat TNF-a, IL-1f3, IL-4
and corticosterone.

Statistical analysis

Data are expressed as means == SEM. Analysis of statistical
significance was calculated by using one-way analysis of
variance (ANOVA) test, followed by multiple comparison
Tukey’s test. The significance level was set at a=0.05.
For multiple comparisons, one-way ANOVA was used.

RESULTS

To study the effect of exogenous administration of mela-
tonin during the induction process of experimental acute
pancreatitis in rats, four subcutaneous injections of caeru-
lein (20 ugkg™' body weight) were applied consecutively
at 2-h intervals. The severity of caerulein-induced acute
pancreatitis was assessed by examining both morphological
evidence and histological characteristics. Alternatively,
serological studies were performed to better understand
the mechanisms involved in the disease.

Classical histological procedures were used to investi-
gate if melatonin attenuated caerulein-induced pancreas
damage. Light microscope observations of hematoxylin
and eosin stained sections revealed the presence of
oedema, inflammatory cell infiltrates and acinar cell degen-
eration in the pancreas of animals treated with caerulein
(pancreatitic rats) (Figure 1B-F). Oedema was evidenced
by clear space separation of the perilobular interstitium
and expansion of the periacinar space causing appreciable
separation of acinar structures (Figure 1B-F). The infil-
trate was predominantly seen in the interlobular matrix

Cell Biochem Funct 2013; 31: 585-590.
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Figure 1. Histological analysis of pancreas from rats treated with caerulein.
Rats were injected subcutaneously with one (x 1), two (x2), three (x 3) or four
(x4) injections of caerulein (20 pgkg ™' body weight) at 2-h intervals, and
melatonin (25 mgkg™" body weight) was administered intraperitoneally
30 min before each caerulein injection, as indicated in the Materials and
Methods section. (A) Non—caerulein-treated control pancreas showed a
normal appearance. (B-F) Caerulein treatment caused oedema with
expanded interstitial space separating lobules and acini and inflammatory
cell infiltrate mainly composed of neutrophils (F). The effects were more
intense in animals with repeated injections (C—F). (G-J) Melatonin treatment
considerably attenuated the severity of cerulean-induced acute pancreatitis.
Scale bar in A denotes 100 pm (A-E and G-J), and 35 pm (F)

and extended through the parenchymal periacinar spaces
(Figure 1B-F) and was composed primarily of neutro-
phils (Figure 1F). However, melatonin treatment resulted
in a decrease of histological signs of acute pancreatitis

Copyright © 2013 John Wiley & Sons, Ltd.

(Figure 1G-J), as noted by a similar appearance to the control
pancreas (Figure 1A).

The determination of a-amylase and lipase activities is
commonly used as biochemical markers of pancreatic path-
ologies and, particularly, acute pancreatitis. The effects of
melatonin on the serum levels of the pancreatic enzymes
a-amylase and lipase are shown in Table 1. As expected,
treatment with caerulein induced dose-dependent increases
in o-amylase and lipase serum levels, a phenomenon typic-
ally associated with acute pancreatitis. Compared to the
control group, these increased a-amylase and lipase levels
were statistically significant, starting from the second injec-
tion of caerulein. However, melatonin pre-treatment was able
to cause the o-amylase and lipase serum levels to significantly
revert from the second injection of caerulein (Table 1), at least
in lipase levels.

It is well known that several immunological factors may
aggravate acute pancreatitis.>’ In this way, TNF-o and other
interleukins could induce acinar cell necrosis, in addition to
a local pancreatic injury.'* Our results show that the treat-
ment with caerulein increased the serum levels of the pro-
inflammatory cytokines IL-1B and TNF-o in pancreatitic
rats (Table 2). Although these increases did not show a clear
relationship with the administered dose of caerulein, they
were statistically significant for all doses tested, at least in
the case of TNF-a (Table 2). Moreover, serum levels of
anti-inflammatory cytokine IL-4 was significantly and dose-
dependently reduced due to the development of caerulein-
induced pancreatitis (Table 2). The treatment with melatonin
caused the serum concentrations of IL-1f, TNF-a y IL-4 to
significantly revert after the second caerulein injection in the
cases of IL-1f and IL-4 and after the first caerulein injection
in the case of TNF-a (Table 2).

Finally, serum activities of total antioxidant power and
corticosterone present in rats with caerulein-induced acute
pancreatitis are shown in Table 3. Compared to the control
group, the concentration of total antioxidant power was sig-
nificantly reduced by the serial caerulein treatment (Table 3).
Likewise, corticosterone levels were significantly increased
due to the administration of the cholecystokinin analogue
caerulein, from the first injection. Nevertheless, in both cases,
melatonin pre-treatment significantly reverted to basal levels
the enzymatic activities induced by caerulein (Table 3).

DISCUSSION

Acute pancreatitis is an inflammatory disease with a wide clin-
ical variation, ranging from a self-limiting mild form (75-80%
of the cases) to a serious form, which may present multisys-
tem organ failure, sepsis and even death.'* Currently,
extensive research efforts are focusing on elucidating what
mechanisms are involved in the pathophysiology of the
disease. According to Braganza (2000),?® there are two main
schools of thought: the autodigestion hypothesis, which pro-
poses that acute pancreatitis is due to the activation of trypsin
in the acinar cell from the first 10—-15min, and, as other
authors support, the hypothesis that a heightened oxidative

Cell Biochem Funct 2013; 31: 585-590.
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Table 1. Serum amylase and lipase levels from rats treated with caerulein
Amylase (UI™) Lipase (UI'")

Caerulein Caerulein + melatonin Caerulein Caerulein + melatonin
Control 603.2+118.9 595.6 £283.9
x1 716.9 £274.0 807.3£518.3 635.5£330.5 625.7£589.3
x2 2179.2+£816.9* 1722.0 £473.6* 2358.2+578.1* 1714.7 £968.9*
x3 3112.8 £371.5* 2659.3 £258.2%* 2830.2 £+ 853.9%* 1187.2 £603.5%
x4 3965.8 £1126.9* 2178.0 £ 642.2% 3338.2+791.5% 1268.7 £207.1*

Rats were injected subcutaneously with one (x 1), two (x2), three (x3) or four (x4) injections of caerulein (20 pg kg" body weight) every 2 h, and melatonin
(25 mgkg ™" body weight) was administered intraperitoneally 30 min before each caerulein injection, as indicated in the Materials and Methods section. Data are
represented as mean + SEM (n =6-8).

*P < 0.05 statistically significant versus control group.

P <0.05 statistically significant versus melatonin group.

Table 2.  Serum cytokines levels, including IL-1f, TNF-o and IL-4, from rats treated with caerulein

IL-18 (pgml™) TNF-a (pgml™) IL-4 (pgml™)

Caerulein Caerulein + melatonin Caerulein Caerulein + melatonin Caerulein Caerulein + melatonin
Control 1.10£0.27 0.013 +£0.004 0.041+£0.011
x1 1.10£0.78 1.08 £0.63 0.025 £0.010% 0.014 £0.007 0.037 £ 0.006 0.044 +£0.010
x2 1.53 £0.62* 1.06 £0.29 0.028 £0.007* 0.017 £0.009 0.028 £ 0.009* 0.042 £ 0.009
x3 1.36 £0.23* 0.74 £0.25* 0.030 £0.010% 0.017 £0.009 0.022 +0.006* 0.031 £0.003*
x4 1.65+0.41* 1.10£0.18 0.028 £ 0.004* 0.021 £0.009* 0.020 £ 0.005* 0.031 £0.008

Rats were injected subcutaneously with one (x 1), two (x2), three (x3) or four (x4) injections of caerulein (20 pg kg’] body weight) every 2 h, and melatonin
(25 mgkg ™" body weight) was administered intraperitoneally 30 min before each caerulein injection, as indicated in the Materials and Methods section. Data are

represented as mean = SEM (n=6-8).
*P < 0.05 statistically significant versus control group.
TP <0.05 statistically significant versus melatonin group.

Table 3. Serum total antioxidant power and corticosterone levels from rats treated with caerulein

Corticosterone (nM)

Total antioxidant power [Trolox equivalent (mM)]

Caerulein Caerulein + melatonin Caerulein Caerulein + melatonin
Control 2285.54+369.9 3.77+1.06
1 3848.1+729.8* 3239.6 +819.4* 1.50+0.28%* 1.68 +0.48*
X2 4471.7 £280.5* 3186.24+1181.8% 1.38 +0.99* 2.48+1.01
x3 3500.7 + 176.6* 2064.1+1126.3 1.14 +£0.66* 2.524+1.85
x4 4385.7 £1324.9% 2707.5+736.6 1.23+0.78%* 3.494+0.85

Rats were injected subcutaneously with one (x 1), two (x2), three (x3) or four (x4) injections of caerulein (20 pg kg’] body weight) every 2 h, and melatonin
(25 mgkg ™" body weight) was administered intraperitoneally 30 min before each caerulein injection, as indicated in the Materials and Methods section. Data are

represented as mean £ SEM (n=6-8).
*P < 0.05 statistically significant versus control group.
TP <0.05 statistically significant versus melatonin group.

stress, recorded from 5min in experimental models, could
predispose for the development and spread of the disease.
From our point of view, there is a lot of evidence about the
interrelation between both hypotheses.

First, it is thought that the pancreatic tissue architecture
begins to disintegrate as a result of the premature activation
of pancreatic enzymes. As was described by Adler et al.
(1979),%° during the first two days after cessation of the
supramaximal stimulation with caerulein, a progressive
infiltration of the interstitium and the pancreatic tissue with
polymorphonuclear leukocytes, lymphocytes and macro-
phages occurred, which led to further destruction of the

Copyright © 2013 John Wiley & Sons, Ltd.

gland and to decreased functional response. Our histological
results, also recorded in previous studies,'**° show that
progressive structural alterations are already patent during
the first hours from the last caerulein injection and that these
appear in a dose-dependent manner. Melatonin pre-treatment
recovered the architecture of the gland, in agreement with
other studies,*'*? probably reducing lipoperoxidation damage
and, thus, minimizing increased microvascular permeability
and oedema, as it has been observed by some authors,>*3%33
The ability to increase pancreatic flow, improving the
oxygen metabolism in the tissue, could be another pancrea-
toprotective mechanism of melatonin.>*

Cell Biochem Funct 2013; 31: 585-590.
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Some authors have determined the implication of free
radicals, especially ROS, in acute pancreatitis, no matter
what the aetiology of the disease is.> It has been observed that
the exposition to oxidative stress produces protein damage
even before 11p0per0x1dat10n 3 increased microvascular
permeability®” and high susceptlblhty to oxidative damage
of the isolated zymogen granules.'” In fact, Niederau et al.
(1994)!! observed subcellular morphological changes as soon
as 10 min after oxidative stress exposition, such as the appear-
ance of vacuoles at the luminal cells site covered by the zymo-
gen granules, where trypsin may be activated. Thus, oxidative
stress or, in other words, an insufficiency of antioxidant
micronutrients may predlsgose to illness those individuals
with diverse risk factors,”™ leading to gland destruction,
derived from both enzyme activation and the leukocyte
infiltration to the injured area. Once immune cells arrive,
their activity would exacerbate the production of harmful
free radicals. At the same time, they are synthesizing pro-
inflammatory cytokines, which attract more help to the
damaged pancreas, worsening the inflammatory status.

Hyperamylasemia and hyperlipidemia have been detected
in this and other studies of experimental acute pancrea-
titis,®** " being part of this early phenomenon in the
course of caerulein-induced acute pancreatitis. Our results
show that melatonin was able to cause amylase and lipase
serum concentration to revert to basal levels, that is, to
reduce uncontrolled activation and liberation of pancreatic
enzymes to bloodstream. This effect in amylase and hpase
levels has been already observed in other studies.'****° How
ever, other authors gomt out the contrary effect, at least, in
the case of amylase. % Melatonin is highly lipophilic as
well as somewhat hydrophilic, a feature not shared by most
antioxidants. This allows it to enter easily in cells and
subcellular compartments, where it probably protects a variety
of molecules such as zymogen granules, from oxidative
damage.*!

On the other hand, and for the first time, we report that
melatonin also causes serum antioxidant biomarkers such as
corticosterone and antioxidant total power to revert to control
levels. These results support the antioxidant properties of the
pineal hormone, per se and through the stimulation of antioxi-
dant system. In this sense, it is well known that physiological
concentrations of melatonin influence the antioxidant
power in human serum.*® Previous reports have described
the enhancement of other antioxidant enzymes, such as
SOD, CAT and GPx, due to melatonin administration
during the course of acute pancreatitis.'*3>4

Finally, our results also confirm the immunoregulatory
function of melatonin already seen in other experimental
models of acute pancreatitis. In fact, it has been previously
reported that exogenous melatonin modulates the balance
of pro- and anti- 1nﬂammat0r2/ cytokines in some species,
such as rats and ringdoves.* Although acute pancreatitis
has several aetiologies, the immune system response
appears to be identical regardless of the cause, differing only
in the degree with which is expressed.” The balance between
pro- and anti-inflammatory cytokines disappears, and this
seems to be a crucial factor in the progression of the disease.'”

Copyright © 2013 John Wiley & Sons, Ltd.

This study and other reports have detected that IL-1f and
TNF-o increased serum levels, in both laboratory animal®®
and human acute pancreatitis. a7 In general, the implication
of these pro-inflammatory cytokines, synthesized by all the
immune cells attracted to the injured area, in early phases of
acute pancreatitis is accepted. In addition, their participation
during the later times of the illness, contributing to the
systemic spread of the inflammation to other organs,*’ is
proposed. Our results show that, according to previous
studies,** apart from reducing pro-inflammatory cytokines
concentration, melatonin pre-treatment increased anti-
inflammatory cytokine IL-4. Other anti-inflammatory cyto-
kines have been detected after melatonin treatment in acute
pancreatitis, such as 1L-10.%2 Thus, the ability of indole to
immunoregulate the production of some cytokines through
the inhibition of NF-kP transcription factor,”*>° which
controls the expression of genes involved in immunity and
inflammation, production of prostaglandins, cytokines,
cell adhesion molecules, nitric oxide and inhibitors of
apoptosis™® is demonstrated. According to Ramudo et al.
(2005),%® in an in vitro study about cytokine production in
acinar cells, the mechanisms involved in the synthesis of
these molecules may not have been altered 3h after the
development of acute pancreatitis. Nevertheless, it seems
that melatonin would exert this immunoregulatory property
in a different way than influences on the acute pancreatitis,
limiting the progression of the disease.*>

In the previous years, melatonin has been demonstrated as a
promising molecule in the treatment of several diseases. Due
to its anti-inflammatory, antioxidant and immunoregulatory
properties, it is also thought to be a good candidate in the
treatment of acute pancreatitis, avoiding the later complica-
tions of the disease, such as necrosis, sepsis and multisys-
tem organ failure. More research efforts must be made to
determine the real application of melatonin to human acute
pancreatitis, after the successful results observed in mela-
tonin pre-treatment in experimental models.
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BACKGROUND: Oxidative stress is recognized as a pivotal
effector of several pathogenic processes, including acute
pancreatitis. Reactive oxygen species not just cause damage on
the main cellular components, but also influence the expression
of antioxidant system genes. Antioxidant molecules, such as
melatonin, could be good candidates for the treatment of this
multidimensional disease. The present study was to evaluate the
chemopreventive effect of melatonin in a rat model of cerulein-
induced acute pancreatitis.

METHODS: Four subcutaneous injections of cerulein (20 pg/kg
body weight) were given to Wistar rats at two hours intervals;
melatonin was injected intraperitoneally (25 mg/kg body weight)
30 minutes before each injection of cerulein. Lipid peroxidation,
protein oxidation (carbonyl groups), total antioxidant status,
and glutathione peroxidase activity were determined in pancreatic
tissue using commercial kits.

RESULTS: The chemopreventive administration of melatonin
caused a reduction in lipid peroxidation and protein oxidation
due to injections of cerulein. Additionally, melatonin treatment
was also able to revert glutathione peroxidase activity and
total antioxidant status near to control levels, suggesting that
melatonin could prevent from oxidative phenomena in the
pancreas, such as lipid peroxidation and protein oxidation,
and could stimulate, directly or indirectly, the expression of
antioxidant enzymes.

CONCLUSION: Melatonin, a polyvalent antioxidant, protected
the pancreatic damage via the decrease of oxidative stress and

Author Affiliations: Department of Physiology, Neuroimmunophysiology
and Chrononutrition Research Group, University of Extremadura, Badajoz
06006, Spain (Carrasco C, Rodriguez AB and Pariente JA)

Corresponding Author: José A Pariente, PhD, Neuroimmunophysiology
and Chrononutrition Research Group; Department of Physiology, Faculty
of Science, University of Extremadura, Badajoz 06006, Spain (Tel: 34-924-
289300ext86956; Fax: 34-924-289388; Email: pariente@unex.es)

© 2014, Hepatobiliary Pancreat Dis Int. All rights reserved.
doi:
Published online 22, 2014.

increase of the activities of antioxidant enzymes in cerulein-
induced acute pancreatitis.
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Introduction

xidative stress is recognized as a pivotal effector

of several pathogenic processes, including

acute pancreatitis.”*’ Imbalance between the
antioxidant system of organisms, production of reactive
oxygen species (ROS), and other reactive species, could
predispose or even directly cause this disease.”’ Previous
studies®” showed that some of the main acinar
components (lipids, proteins, cytoskeleton and DNA)
and organelles (mitochondrion, zymogen granules, etc.)
are highly susceptible to oxidative damage; additionally,
it has been observed that nuclear factor-kappa B (NF-
kB) and nuclear factor erythroid 2-related factor 2
(Nrf2) activities, transcription factors related to the
expression of several genes (e.g. inflammatory mediators,
antioxidant enzymes, etc.), are affected by ROS in the
pancreas.® The acinar cell malfunction and the spread
of the local inflammatory status could culminate in a
multisystem organ failure and/or septic complications
for the patient.”’

Many antioxidant families (vitamins, catechins,
phytoalexins, carotenoids, etc.) seem to counteract the
excessive exposure and/or production of these harmful
molecules, acting as direct scavengers and/or indirect
regulators of levels of antioxidant enzymes, transcription
factors and immunitary mediators. For this reason,
antioxidant supplementation is gathering force in
clinical practice as a possible option in the treatment of
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several diseases."” " Melatonin, resveratrol and
lycopene'” ¥ between other antioxidant components
found in food, have demonstrated their usefulness in
the management of inflammatory illness such as acute
pancreatitis, at least in animal models. Effectiveness and
lack of secondary effects at low doses are some of the
strong points of this kind of natural molecules."”

Taking in account the observed implication of ROS
in the pathophysiology of acute pancreatitis and the
effectiveness of melatonin to counteract its deleterious
effects, the purpose of this study was to evaluate the
effect of exogenous administration of melatonin on the
pancreatic oxidative status and structural phenomena,
during the induction process of the disease caused by
the cholecystokinin-analogue cerulein in rats.

Methods

Reagents

Lipid peroxidation and antioxidant total status
commercial assay kits were supplied by Oxford
Biomedical Research (Barcelona, Spain). Protein
carbonyl and glutathione peroxidase assay kits were
from Cayman Chemical Co. (Madrid, Spain). Cerulein
was from Sigma Co. (Madrid, Spain), melatonin
from Fagron Ibérica (Barcelona, Spain) and ketamine
(Imalgen 500%) from Merial Laboratories SA (Barcelona,
Spain). All other reagents were of analytical grade.

Animal and experimental model

Six-week-old male and female Wistar rats (150-200 g
of body weight) were obtained from the Animal House
of the Faculty of Medicine of University of Extremadura.
The rats were housed individually in cages under
standard conditions at room temperature on a 12-hour
light/12-hour dark cycle with commercial pellet chow
and drinking water ad libitum. All experiments were
performed according to the protocols approved by the
Bioethical Committee for Animal Experimentation of
the University of Extremadura.

The rats were divided into a control group, a
pancreatitis group and a treatment group. After 18-hour
fasting, the rats were subcutaneously injected with
cerulein (20 pg/kg body weight) or saline solution for
four times at 2-hour intervals, as previously described."”
In the treatment group, melatonin was injected
intraperitoneally (25 mg/kg body weight, dissolved
in saline solution) 30 minutes before each cerulein
injection. The rats were killed by decapitation 12 hours
after the final cerulein injection, under sedation by
ketamine (150 mg/kg body weight). Pancreases of the
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rats were quickly removed, frozen in liquid nitrogen,
and stored at -80 °C for later oxidative stress studies.

Measurement of lipid peroxidation, protein oxidation,
glutathione peroxidase activity and total antioxidant
status in pancreatic tissue

After pancreatic extractions, 0.1 g of tissue specimens
were homogenized in 1 mL of a particular buffer (according
to the protocols of used kits) and placed on ice until
their use. Determinations were corrected for the protein
content of the tissue by the Bradford method."””

To determine pancreatic lipid peroxidation, malon-
dialdehyde (MDA) concentration was measured in the
homogenates; as a product of fatty acid decomposition,
MDA reacts with N-methyl-2-phenylindole at 45 C,
resulting in a stable chromophore with a maximal
absorbance of 586 nm. The data were expressed in terms
of umol/mg total protein of MDA.

Protein oxidation was studied by measuring
carbonyl groups in the homogenates; these groups
were formed by metal-catalyzed protein oxidation and
quantified via their reaction with 2, 4-dinitrophenyl-
hydrazine (DNPH). The resulting hydrazone was
analyzed spectrophotometrically at 385 nm. The data
were expressed in nmol/mL of protein carbonyl groups.

Glutathione peroxidase (GPx) activity was indirectly
measured in the homogenates, via a coupled reaction
with glutathione reductase and oxidized glutathione;
in this reaction, the oxidation of NADPH causes a
reduction in absorbance at 340 nm which is proportional
to GPx activity in the sample. The data were expressed
in terms of nmol/min/mL of GPx activity.

Finally, total antioxidant status was determined
as the power of the sample to reduce copper ion.
Reduced copper (Cu'") formed a stable complex with a
chromogen, which has a maximal absorbance at 450 nm.
The data were expressed as pmol/L of Trolox equivalents.

Statistical analysis

The data were expressed as mean+SEM. Statistical
significance was calculated by using the one-way ANOVA,
followed by Tukey's procedure for multiple comparison.
A P<0.05 was considered statistically significant.

Results

MDA concentration was significantly increased in the
cerulein-treated rats (pancreatitis group) compared to
the non-treated group (control group) (Fig. 1, P<0.05);
melatonin administration significantly reduced the
levels of MDA (P<0.05) (Fig. 1). Protein oxidation
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Fig. 1. Lipid peroxidation in pancreatic samples. Rats were injected
subcutaneously with four injections of cerulein (Cer) (20 ng/kg
body weight) (pancreatitis group) or vehicle (saline solution)
(control group) at 2-hour intervals, and melatonin (Cer+Mel)
(25 mg/kg body weight) (treatment group) was administered
intraperitoneally 30 minutes before each cerulein injection, as
indicated in the Methods section. Data are represented as mean+
SEM (n=6-8). *: P<0.05, versus control group; #: P<0.05, versus
pancreatitis group.
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Fig. 2. Protein oxidation in pancreatic samples. Rats were injected
subcutaneously with four injections of cerulein (Cer) (20 ng/kg
body weight) (pancreatitis group) or vehicle (saline solution)
(control group) at 2-hour intervals, and melatonin (Cer+Mel)
(25 mg/kg body weight) (treatment group) was administered
intraperitoneally 30 minutes before each cerulein injection, as
indicated in the Methods section. Data are represented as mean+
SEM (n=6-8). *: P<0.05, versus control group; #: P<0.05, versus
pancreatitis group.

(expressed by protein carbonyl content) was significantly
increased in the pancreatitis group compared with the
control group, and melatonin injection significantly
prevented protein oxidation (Fig. 2, P<0.05). GPx
activity was significantly lower in the pancreatitis group
than in the control group (Fig. 3, P<0.05). Melatonin
administration significantly increased the enzymatic
activity (Fig. 3, P<0.05). Compared to the control
group, cerulein administration significantly decreased

pancreatic total antioxidant status (Fig. 4, P<0.05).

Moreover, exogenous administration of melatonin
increased significantly pancreatic total antioxidant
status in cerulein-treated rats (Fig. 4, P<0.05).
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Fig. 3. GPx activity in pancreatic samples. Rats were injected
subcutaneously with four injections of cerulein (Cer) (20 pg/kg
body weight) (pancreatitis group) or vehicle (saline solution)
(control group) at 2-hour intervals, and melatonin (Cer+Mel)
(25 mg/kg body weight) (treatment group) was administered
intraperitoneally 30 minutes before each cerulein injection, as
indicated in the Methods section. Data are represented as mean+
SEM (n=6-8). *: P<0.05, versus control group; #: P<0.05, versus
pancreatitis group.
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Fig. 4. Total antioxidant status in pancreatic samples. Rats were
injected subcutaneously with four injections of cerulein (Cer) (20
pg/kg body weight) (pancreatitis group) or vehicle (saline solution)
(control group) at 2-hour intervals, and melatonin (Cer+Mel)
(25 mg/kg body weight) (treatment group) was administered
intraperitoneally 30 minutes before each cerulein injection, as
indicated in the Methods section. Data are represented as mean+
SEM (n=6-8). *: P<0.05, versus control group; #: P<0.05, versus
pancreatitis group.

Discussion

Since Sanfey et al”” pointed out the implication of
ROS in the pathophysiology of acute pancreatitis,
many in vitro and in vivo studies have confirmed the
participation of these highly reactive molecules in the
development of the disease. Nevertheless, it is not well
understood if free radicals act as initiators or amplifiers
of the inflammatory event.”

ROS levels as well as the levels of other reactive
species resulting from normal cell metabolism are
usually balanced by the action of the antioxidant
system. Thus, the first line of defense is composed by
detoxifying enzymess—superoxide dismutase, catalase
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and GPx. These enzymes metabolize potentially harmful
molecules to innocuous byproducts. Loss of equilibrium
between oxidants/antioxidants levels in the organism
is a situation known as oxidative stress. It has been
observed that multiple factors are responsible for the
expression and activity of the enzymatic antioxidant
system; oxidative status is considered to be the main
regulator factor.”” Without enough defenses, ROS causes
structural damages (lipid peroxidation, protein oxidation,
etc.) and, consequently, cell dysfunction which leads to
some diseases such as acute pancreatitis.””’

This study confirmed the implication of reactive
species at early stage of cerulein-induced acute
pancreatitis in rats. In general, it is thought that
NADPH oxidase is the major source of ROS in
human cells and, in particular, in this experimental
model.™ " Free radicals could attack some cell
components, mainly lipids and proteins. In the present
study, MDA levels as well as modified proteins levels
were increased in the pancreatitis group. However,
concentrations of these markers were diminished in
the treatment group, showing the protective effect of
the exogenous administration of indolamine on these
harmful structural phenomena. Other studies'® **’
demonstrated the capacity of melatonin to counteract
lipid peroxidation in pancreatic tissue as well as in other
antioxidant molecules.* ' 3% Hence, antioxidant
treatment protects not just fatty acids in acinar cell
membrane, but also zymogen granules integrity and
other intracellular lipid structures. As a result, lipid
peroxidation-induced toxicity such as increased
membrane fluidity, cytosolic efflux, loss of membrane
protein activity and even cell death,” are minimized.
This fact is of importance in the management of
inflammatory response, considering that fatty acids
of cell membranes are precursors of inflammatory
mediators (e.g. prostaglandins).” Additionally, lipid
peroxidation in the endothelial layer of capillaries
and venules is also reduced.”” At the same time, the
dysfunction of membrane proteins, derived from
the lipid peroxidation phenomenon, is aggravated
for the direct attack of ROS to these essential cellular
components. The present study is the first to show that
melatonin pre-treatment diminished elevated levels of
carbonyl groups in a cerulein-induced acute pancreatitis.
This protective effect was also demonstrated in different
animal models.”>** Thus, protein oxidation is another
early event that could be prevented by antioxidant
before treatment.

Obviously, the antioxidant defense system is also
affected during the development of acute pancreatitis,
aggravating the progression of the disease. In agreement

4 « Hepatobiliary Pancreat Dis Int, Vol 00, No 0 ¢ Month,

2atic Diseases International

with the previous studies,'®?" our results showed that

GPx levels are depressed during acute pancreatitis.
Moreover, total antioxidant status seems to be reduced
in rats treated with cerulein; thus, in our study the
pancreatitis group had a compromised antioxidant
capacity compared with the other two groups.
Nevertheless, this work confirmed that pre-treatment
with melatonin was able to make the concentration
of these biomarkers in pancreatic tissue return to the
control levels. It has been documented that melatonin
regulates antioxidant defense expression'” through
influence on the function of important transcription
factors such as NF-«B."” Franco et al®” pointed out
that the response of antioxidant enzyme genes to
oxidative stress differs in a tissue specific manner. The
balance between positive and negative regulatory
factors determines different patterns of gene induction
according to oxidative stimuli and tissues. On the other
hand, stimulation in vitro of antioxidant enzyme genes
occurs at nanomolar concentration of melatonin in
cell culture, being far from the non-physiological doses
administered to rats in experimental models of acute
pancreatitis.[zs] Thus, antioxidant effect of melatonin
in acute pancreatitis is related not just to its scavenger
abilities, but also to a direct stimulation of antioxidant
defense expression.

In conclusion, the imbalance of oxidative stress and
antioxidants plays an important role in cerulein-induced
acute pancreatitis. Melatonin, a polyvalent antioxidant,
significantly decreases oxidative stress and increases
the activities of antioxidant enzymes in the pancreatitis
model of rats while protecting from pancreatic damage.
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Abstract In the past decades, a greater understanding of
acute pancreatitis has led to improvement in mortality
rates. Nevertheless, this disease continues to be a health
care system problem due to its economical costs. Future
strategies such as antioxidant supplementation could be
very promising, regarding to beginning and progression of
the disease. For this reason, this study was aimed at
assessing the effect of exogenous administration of resve-
ratrol during the induction process of acute pancreatitis
caused by the cholecystokinin analog cerulein in rats.
Resveratrol pretreatment reduced histological damage
induced by cerulein treatment, as well as hyperamylasemia
and hyperlipidemia. Altered levels of corticosterone, total
antioxidant status, and glutathione peroxidase were sig-
nificantly reverted to control levels by the administration of
resveratrol. Lipid peroxidation was also counteracted;
nevertheless, superoxide dismutase enzyme was overex-
pressed due to resveratrol pretreatment. Related to immune
response, resveratrol pretreatment reduced pro-inflamma-
tory cytokine IL-1f levels and increased anti-inflammatory
cytokine IL-10 levels. In addition, pretreatment with res-
veratrol in cerulein-induced pancreatitis rats was able to
reverse, at least partially, the abnormal calcium signal
induced by treatment with cerulein. In conclusion, this
study confirms antioxidant and immunomodulatory
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Introduction

Acute pancreatitis is an inflammatory disease with a wide
clinical variation, ranging from self-limiting mild form
(75-80 % of the cases) to serious form, which may present
multisystem organ failure, sepsis, and even death [1].
Nowadays, the treatment of this illness is limited to palli-
ative cares such as monitoring of vital signs, arterial oxy-
gen saturation, and hydration status of the patient, as well
as analgesic therapy [2]. In patients with poor prognosis,
antibiotics and/or surgery are also recommended to avoid
necrosis [3]. In addition, the treatment of human severe
acute pancreatitis with some promising molecules such as
lexipafant [4], a powerful platelet activating factor (PAF)
antagonist, had not shown to be effective against systemic
inflammatory response syndrome (SIRS) and organ failure,
responsible for the high mortality and morbidity rates of
this illness [5].

Previous studies have confirmed the participation of
reactive oxygen species (ROS) at early stages of acute
pancreatitis, independently of the underlying etiology [6,
7]. It is supposed that an imbalance between the production
of free radicals and the antioxidant system of an organism
would predispose to acute pancreatitis. Afterward, pre-
mature activation of pancreatic enzymes, leukocyte infil-
tration, and cytokine production could aggravate local
injury and produce the spread of the inflammation to the
rest of the organism [8—11].
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Some antioxidants have been shown to be effective in
animal models of acute pancreatitis induced by both
cerulein and bile-pancreatic duct obstruction, such as
melatonin [12, 13] and lycopene [14]. In fact, it is well
known that resveratrol has antioxidant properties by scav-
enging biological generated radicals, likely due to its
phenolic groups [15] and its amphipathic character [16].
Furthermore, this phytoalexin has demonstrated to have an
immunomodulatory capacity through different mechanisms
and cellular targets [17, 18]. The presence of resveratrol in
vegetables and fruits, or food products such as wine [19],
make it a good candidate in the treatment of oxidative and/
or inflammatory diseases.

For this reason, this study was aimed at assessing the
effect of exogenous administration of resveratrol during the
induction process of acute pancreatitis caused by the cho-
lecystokinin analog cerulein in rats.

Materials and methods
Reagents

IL-1P and IL-10 Bioplex Cytokine Group I Assay kits were
supplied by BioRad (Madrid, Spain). Corticosterone solid
phase enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) and
lipid peroxidation assay kit were obtained from DRG Diag-
nostics (Marburg, Germany) and Oxford Biomedical
Research (Barcelona, Spain), respectively. Total antioxidant
status (TAS), glutathione peroxidase (GSH-Px) and superox-
ide dismutase (SOD) assay kits were obtained from Cayman
Chemical Co. (Madrid, Spain). a-Amylase and lipase colori-
metric assay kits were supplied by Spinreact (Girona, Spain).
Cerulein and resveratrol were obtained from Sigma Co.
(Madrid, Spain) and ketamine (Imalgen 500®) from Merial
Laboratories S.A. (Barcelona, Spain). Collagenase CLSPA
was obtained from Worthington Biochemical Corporation
(USA) and Fura-2-AM from Molecular Probes Europe
(Netherlands). All others reagents were of analytical grade.

Animal and experimental model

Both male (n = 6) and female (n = 32) Wistar rats (150-200 g
of body weight) were obtained from the Animal House of the
Faculty of Medicine of the University of Extremadura (Spain).
Animals were housed individually in cages under standard
conditions at room temperature on a 12-h light:12-h dark cycle
with commercial pellet chow and drinking water ad libitum. All
experiments were performed according to the protocols
approved by the Bioethical Committee for Animal Experimen-
tation of the University of Extremadura.
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Rats were divided into control group, pancreatitis group,
and pancreatitis group pretreated with resveratrol. After
18 h fasting, to induce acute pancreatitis, four subcutane-
ous injections of cerulein (20 mg kg~' body weight, dis-
solved in saline solution) or vehicle (saline solution) were
given at 2-h intervals, as previously described [20]. In the
resveratrol pretreatment group, resveratrol was injected
intraperitoneally (10 mg kg~' body weight, dissolved in
ethanol 70 %, previously to dissolution in saline solution)
30 min before each cerulein injection. Rats were humanely
killed by decapitation 12 h after the final cerulein injection,
under sedation by ketamine (150 mg kg~ body weight).
Blood samples were collected in pre-prepared tubes con-
taining serum-separating gel to determine the serum amy-
lase and lipase activities and cytokines, corticosterone and
TAS levels. Pancreases were rapidly removed for histo-
pathological studies, and measurement of enzymatic anti-
oxidant activities and cytosolic free calcium concentration
([Ca™"]o).

Preparation of pancreatic acinar cells

A suspension of single cells and small acini was prepared
from each rat pancreas by enzymatic dispersion as descri-
bed previously [21]. Pancreases were quickly removed and
placed in physiological solution containing (in mM): NaCl
140, KCl1 4.7, CaCl, 1.2, MgCl, 1.1, glucose 10 and Hepes
10, pH 7.4. During the isolation procedure, 0.1 % soybean
trypsin inhibitor was added. Once fatty tissue and big blood
vessel were removed, the pancreas was injected with a
collagenase solution (200 U mL™") and incubated for
5-10 min at 37 °C under gentle agitation. The enzymatic
digestion of the tissue was followed by gently pipetting the
cell suspension through tips of decreasing diameter for
mechanical dissociation of the acinar cells.

Histological procedures

A piece of each pancreas was immediately cut and
immersed in Bouin’s fluid for 24 h at 4 °C and rinsed with
70 % ethanol several times to remove traces of the Bouin’s
fixative, dehydrated in ethanol, cleared in xylene, and
embedded in paraffin. Paraffin blocks were cut in a rotatory
microtome (Microm, Heidelberg, Germany) at 8-mm
thickness. Paraffin sections were dewaxed in xylol, rehy-
drated, and stained with hematoxylin and eosin. The sec-
tions were observed using a brightfield Nikon Eclipse-600
microscope and photographed using a digital camera
(Axiocam HRc).
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Measurement of a-amylase, lipase, cytokines,
corticosterone and TAS values in serum

Serum o-amylase, lipase, and TAS activities were mea-
sured using colorimetric assay kits; IL-1p, IL-10 and cor-
ticosterone levels were determined using ELISA Kkits. All
of them were performed in accordance with the manufac-
turer’s manuals.

Measurement of lipid peroxidation, GSH-Px, and SOD
values in pancreas

Tissue lipid peroxidation, GSH-Px and SOD values were
measured in homogenates of pancreatic tissue using col-
orimetric assay Kkits, according to the manufacturer’s pro-
tocol, at wavelengths of 586, 340, and 450 nm,
respectively. Lipid peroxidation was expressed in terms of
malondialdehyde (MDA) concentration and corrected for
the protein content of the tissue by Bradford method [22].

Measurement of cytosolic free calcium concentration
2
([Ca™ 1)

Cells were loaded with Fura-2 by incubation with 4 pM
Fura-2 acetoxymethyl ester (Fura-2 AM) for 30 min at
room temperature, according to a procedure published
elsewhere [23]. Once loaded, cells were washed and used
within the next 2-4 h. Fluorescence was recorded from
2 mL aliquots of magnetically stirred cellular suspension
(2 x 10® cells mL™") at 37 °C by using a spectrofluoro-
photometer with excitation wavelengths of 340 and
380 nm and emission at 505 nm. Changes in [Ca®"], were
monitored by using the Fura-2 340/380 nm fluorescence
ratio and were calibrated according to the method of
Grynkiewicz et al. [24].

Calcium release was estimated using the integral of the
rise in [Ca”]c for 2.5 min after addition of CCK-8 [25].
Calcium release is expressed as nanomolar taking a sample
every second (nM s), as previously described [26].

Statistical analysis

Data are expressed as mean == SEM. Analysis of statistical
significance was calculated by using one-way analysis of
variance (ANOVA) test, followed by multiple comparison
Tukey’s test; in the case of corticosterone, the statistical
analysis performed was Kruskal-Wallis test, followed by
multiple comparison Dunn’s test. Statistical analysis was
performed using GraphPad Prism software (GraphPad, San
Diego, CA, USA). The significance level was set at
a = 0.05.

Results

To study the effects of exogenous administration of res-
veratrol during the induction process of experimental acute
pancreatitis in rats, histopathological, biochemical and
immunological analyses were performed in serum and/or
pancreatic tissue, as described below.

Classical histological procedures were used to investi-
gate if resveratrol was able to attenuate cerulein-induced
pancreas damage. As expected, the optical microscope
observation of stained sections of hematoxylin and eosin
revealed that none of the control pancreases showed pre-
sence of inflammatory cells; in fact, both endocrine islets
(not shown) and exocrine acini appeared normal (Fig. la,
b). In the pancreatitis group, the pancreatic samples showed
the presence of edema, inflammatory cell infiltrates and
disruption of the acinar cell architecture (Fig. 1c—e). Edema
was evidenced by clear space separation of the perilobular
interstitium and expansion of the periacinar space (Fig. lc,
d). The infiltrate was predominantly seen in the interlobular
matrix and was extended through the periacinar parenchy-
mal spaces (Fig. 1c—e); the majority of cells were neutro-
phils (Fig. 1e), although macrophages and eosinophils were
also observed in a minor extent (not shown). However,
resveratrol treatment resulted in a decrease of histological
signs of acute pancreatitis (Fig. 1f, g), as noted by a similar
appearance to the control pancreases.

On the other hand, serum analysis was focused to
determine several aspects of the pathophysiology of acute
pancreatitis. Firstly, a-amylase and lipase activities were
measured due to their importance as biochemical markers
of pancreatic pathologies. In pancreatitis group, both
enzymatic levels were found to be significantly higher
(P < 0.05) than those in control group (Fig. 2a, b); how-
ever, resveratrol pretreatment was able to revert, in a sta-
tistically significant manner (P < 0.05), these marked rises
(Fig. 2a, b). Secondly, serum levels of some antioxidant
markers were studied, such as corticosterone and TAS.
Concentration of corticosterone in rats treated only with
cerulein (pancreatitis group) increased significantly, com-
pared to control group (Fig. 3a). Nevertheless, previous
administration of resveratrol was able to counteract sig-
nificantly (P < 0.05) the effect of cerulein, maintaining
corticosterone levels similar to control levels (Fig. 3a).
Regarding to TAS, administration of cerulein to pancrea-
titis group significantly (P < 0.05) reduced its serum con-
centration; on the contrary, resveratrol pretreatment
reverted significantly (P < 0.05) this reduction in TAS
concentration, caused by the development of cerulein-
induced pancreatitis (Fig. 3b). Finally, in order to test the
immunomodulatory effect of resveratrol, we also measured
pro- and anti-inflammatory cytokines in serum, such as IL-
1B and IL-10, respectively. Compared to control group,
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Fig. 1 Histological analysis of pancreas. Rats were injected subcu-
taneously with four injections of cerulein (Cer) (20 mg kg~ body
weight) or vehicle (saline solution) at 2-h intervals, and resveratrol
(Resv) (10 mg kg*1 body weight) was administered intraperitoneally
30 min before each cerulein injection, as indicated in the “Materials
and methods” section. a, b Control pancreases showed a normal
appearance. c—e Cerulein treatment caused edema evidenced by a

whereas levels of IL-1p in pancreatitis group were founded
to be significantly higher (P < 0.05), exogenous adminis-
tration of resveratrol significantly reduced (P < 0.05) the
concentration of this pro-inflammatory cytokine (Fig. 4a).
Surprisingly, IL-10 levels founded in pancreatitis group
were similar to those in control group, whereas pretreat-
ment with resveratrol increased significantly serum levels
of this anti-inflammatory cytokine, compared to control
and pancreatitis groups (Fig. 4b).
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clear space in the perilobular interstitium and expansion of the
periacinar space; an infiltrate of inflammatory cells, mainly composed
of neutrophils, was also observed (e). f, g Resveratrol pretreatment
considerably attenuated the severity of cerulein-induced acute pan-
creatitis. Scale bars denote 200 um in a, ¢, f; 50 pm in b, d, g; and
25 ym in e

Moreover, tisular antioxidant effects of resveratrol were
studied. The measurement of antioxidant markers in pan-
creatic tissue revealed that lipid peroxidation, in terms of
MDA concentrations, was significantly higher (P < 0.05)
in pancreatitis group, compared to control group (Fig. 5a).
In contrast, exogenous administration of resveratrol
reduced significantly MDA levels compared to pancreatitis
group, even below control levels (Fig. 5a). Additionally,
GSH-Px activity was slightly reduced in pancreatitis group,
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Fig. 2 Serum amylase and lipase levels. Rats were injected subcu-
taneously with four injections of cerulein (Cer) (20 mg kg™' body
weight) or vehicle (saline solution) at 2-h intervals, and resveratrol
(Resv) (10 mg kg~' body weight) was administered intraperitoneally
30 min before each cerulein injection, as indicated in the “Materials
and methods” section. Data are represented as mean £ SEM of six to
eight separate experiments carried out in triplicate. *P < 0.05
statistically significant versus control group. *pP <0.05 statistically
significant versus pancreatitis group

compared to control group; once more, resveratrol-pre-
treated group suffered a statistically significant increase
(P < 0.05) in the activity of this antioxidant enzyme,
compared to resveratrol nontreated rats (Fig. 5b). Ulti-
mately, SOD activity in pancreatitis and resveratrol-pre-
treated groups was significantly higher (P < 0.05),
compared to control group. Nevertheless, a comparison
between groups showed significant differences (P < 0.05),
being this rise most marked in resveratrol-pretreated group
(Fig. 5c¢).

Evidence consistently suggests that the earliest changes of
acute pancreatitis are intracellular, the hallmark of which is
premature intracellular activation of digestive zymogens,
accompanied by disruption of intracellular calcium homeo-
stasis and secretion in pancreatic acinar cells [27, 28].
Therefore, we wanted to study whether resveratrol was able to
reverse the adverse effects of cerulein-induced pancreatitis
on intracellular calcium signal. In the presence of extracel-
lular calcium (calcium-normal medium), Fura-2-loaded rat
pancreatic acinar cells were treated with the intracellular
calcium-mobilizing agonist cholecystokinin-octapeptide
(CCK-8) (10 nM). As shown in Fig. 6a, treatment with CCK-
8 induced a typical transient increase in [Ca’"]. due to
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Fig. 3 Serum corticosterone and TAS levels. Rats were injected
subcutaneously with four injections of cerulein (Cer) (20 mg kg™
body weight) or vehicle (saline solution) at 2-h intervals, and
resveratrol (Resv) (10 mg kg71 body weight) was administered
intraperitoneally 30 min before each cerulein injection, as indicated
in the “Materials and methods” section. Data are represented as
mean £ SEM of six to eight separate experiments carried out in
triplicate. *P < 0.05 statistically significant versus control group.
*P < 0.05 statistically significant versus pancreatitis group

calcium release from internal stores in untreated (control)
pancreatic acinar cells. However, when CCK-8 was admin-
istered to acinar cells from cerulein-induced pancreatitis rats,
calcium signal was much smaller compared to calcium signal
obtained in acinar cells from untreated (control) rats
(Fig. 6a). The integral of the rise in [Caer]c above basal for
2.5 min after addition of CCK-8 taking data every second
were 13,575 £+ 1,195 and 3,785 £ 762 nM s in untreated
(control) and cerulein-treated cells, respectively (Fig. 6b).
However, pretreatment with resveratrol in cerulein-induced
pancreatitis rats was able to reverse, at least partially, the
calcium signal induced by treatment with cerulein (Fig. 6a).
The integral of the rise in [Ca”]C above basal for 2.5 min
after addition of CCK-8 was 10,492 + 1,095 nM s in res-
veratrol-pretreated cells (Fig. 6b).

Discussion
In the past few years, a greater understanding of acute
pancreatitis has led to improvement in mortality rates.

Nevertheless, this disease continues to be a health care
system problem due to its economical costs, in terms of
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intensive care, antibiotic administration and surgical
interventions [29]. Consequently, future strategies such as
antioxidant supplementation could be very promising,
reducing the progression of the disease and patient’s
recovery time, hence, long-term hospitalizations. In this
sense, our results have shown that resveratrol has both
antioxidant and immunoregulatory effects in the cerulein-
induced acute pancreatitis experimental model.

Histopathological results showed that administration of
cerulein caused acinar cell degeneration, edema and leu-
kocyte infiltration; nevertheless, rats treated with resvera-
trol did not experience this loss in the tisular integrity,
preserving its pancreatic architecture similar to control
group. This protective effect has also been observed in
previous studies [30-32].

Hyperamylasemia and hyperlipidemia, detected in this
and other reports of experimental acute pancreatitis [6, 14],
are typical manifestations of the early stages of the disease.
In fact, these markers are commonly used for diagnosis in
humans [33, 34]. Our results showed the role of resveratrol
on premature activation of pancreatic enzymes, also
observed in previous studies [30, 35].
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Fig. 5 Lipid peroxidation, GSH-Px, and SOD levels in pancreatic
tissue. Rats were injected subcutaneously with four injections of
cerulein (Cer) (20 mg kg71 body weight) or vehicle (saline solution)
at 2-h intervals, and resveratrol (Resv) (10 mg kg™" body weight)
was administered intraperitoneally 30 min before each cerulein
injection, as indicated in the “Materials and methods” section. Data
are represented as mean == SEM of six to eight separate experiments
carried out in triplicate. *P < 0.05 statistically significant versus
control group. *pP <0.05 statistically significant versus pancreatitis

group

On the other hand, nowadays, there is a lot of evidence
concerning the implication of free radicals in several
inflammatory diseases, such as acute pancreatitis [36]. As
Ozkan et al. [14] pointed out oxidative stress is the pivotal
effector of acinar cell injury in experimental acute pan-
creatitis, independently of the initiating agent or its route of
attack. Furthermore, it seems that ROS are involved in the
generation of pain in patients suffering the illness [11]. Our
results showed that cerulein caused negative alterations in
normal levels of different antioxidant markers. In a previ-
ous study, we demonstrated that levels of both corticoste-
rone and TAS in serum were altered by the induction of
acute pancreatitis 1in rats; nevertheless, exogenous
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Fig. 6 Mobilization of cytosolic calcium in response to CCK-8 in rat
pancreatic acinar cells. a Fura-2-loaded pancreatic acinar cells from
untreated (control), cerulein-treated or cerulein plus resveratrol-
pretreated rats were stimulated with 10 nM CCK-8 in calcium-normal
solution (1.2 mM CaCl,). Traces are representative of four indepen-
dent experiments. b Histogram represents the integral for 2.5 min of
the calcium release, in untreated (control), cerulein-treated, or
cerulein plus resveratrol-treated rats, calculated as described in
“Materials and methods” section. Values are mean £+ SEM of four
independent experiments. *P < 0.05

administration of melatonin returned these parameters to
control levels [18]. Likewise, resveratrol was also able to
counteract the effect of cerulein in relation with these
serum biomarkers, as well as pancreatic antioxidant
enzymes. In this way, in accordance with our results and
those obtained by other authors [30], resveratrol restored
GSH-Px normal levels and minimized lipid peroxidation
phenomenon in pancreas, also observed with melatonin
[30], lycopene [14] or quercetin [37] supplementation
therapies. It is established that lipid peroxidation causes
damage in lipid membranes, including those of zymogen
granules [9]. Nevertheless, opposite to observed in these
studies, our results showed that both cerulein and resve-
ratrol administration increased SOD levels, being this rise
most marked in the resveratrol-pretreated group. Therefore,
more studies are needed to determine which molecular
mechanisms are activated as a function of the antioxidant
administered.

Regarding to immune response, several inflammatory
mediators are known to be not only starters of acute pan-
creatitis but also key factors in the development of necrosis
[38]. For the first time, we report that resveratrol pre-
treatment upregulated the expression of IL-10. This

cytokine is considered to have an anti-inflammatory char-
acter, due to its influence on pro-inflammatory cytokines
synthesis. In fact, this study showed that pro-inflammatory
cytokine IL-1f production was depressed by the adminis-
tration of the phytoalexin. Similar results have been
obtained in previous investigations of experimental acute
pancreatitis [39, 40], and many in vitro [17, 41, 42] studies.
In the past few years, it has been proven that resveratrol is
able to inhibit the activation of the NF-kf [40] and AP-1
[18], crucial transcription factors in the expression of pro-
inflammatory cytokines genes. Additionally, this blockade
of NF-xf by resveratrol may be responsible of the sup-
pression of lymphocyte proliferation and cell-mediated
cytotoxicity, as pointed out by Gao et al. [17]. Finally,
antioxidants such as resveratrol have the ability to reduce
the degree of leukocyte infiltration to injured tissue,
interfering with myeloperoxidase enzymatic activity [30].
From our point of view, the immunomodulatory properties
showed by resveratrol, as well as other antioxidants, could
be more helpful in the management of the disease than
manipulating cytokine network or suppressing the inflam-
matory response. As Pezzilli et al. [43] alert, in the future
we must be aware of several autoimmune phenomena in
patients treated with cytokines and anti-cytokines
therapies.

Finally, many of the etiological factors responsible for
triggering acute pancreatitis have been identified but the
pathophysiological mechanism by which they do so is still
poorly understood. Free calcium ions within the cytosol of
the acinar cells act as a key intracellular second messenger
in the processes of stimulus-secretion coupling and may be
crucial in the pathogenesis of acute pancreatitis. [Ca®"].
signals have been shown to be disrupted early in experi-
mental pancreatitis [28]. In fact, a disturbance of intracel-
lular calcium signaling appears to be the common factor
linking all the known triggers for acute pancreatitis and
initiating the further sequence of pathological events
leading to clinical disease [27]. In this respect, our results
have shown that CCK-8-induced calcium release in pan-
creatic cells from cerulein-induced pancreatitis rats pre-
treated with resveratrol was similar to that obtained in
pancreatic cells from untreated (control) rats. The reduced
responsiveness to CCK-8 we found in pancreatic cells from
cerulein-induced pancreatitis rats can be mainly due to an
abnormal calcium signaling. Our results are in agreement
with previous reports which suggest that pancreatitis can
disrupt cellular calcium homeostasis in pancreatic acinar
cells [27, 28].

Nowadays, the main problem in the treatment of acute
pancreatitis in humans is the poor homogeneity in clinical
practice. In this sense, there are many differences between
medical centers, from correct clinical classification to
strategies employed to every patient. Experts agree in the
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importance of an early treatment, no longer than 60 h from
the onset of the symptoms, to obtain good therapeutic
results [31]. Recently, antioxidants are being considered as
promising candidates for the treatment of acute pancreati-
tis, due to its ability to counteract many different aspects of
this multidimensional illness. These molecules, such as
resveratrol, could not only act as direct scavengers of free
radicals but also as immunoregulators, promoters of anti-
oxidant enzyme system, enhancers of microcirculation
[44], regulators of intracellular calcium and stabilizers of
lipid membranes [45]. In the future, as other authors mark
[4, 11, 31, 43], an early administration of antioxidant
cocktails, alone or combined with some successful strate-
gies (enteral feeding and/or probiotics), could further
reduce mortality rates, avoiding necrotic evolution and
subsequent infections. It would be advisable to design
antioxidants molecules able to accumulate preferentially in
mitochondria, main intracellular source of ROS [46]. On
the other hand, it is recommendable not to forget the pro-
tective effect of endogenous melatonin in the early course
of human acute pancreatitis, as Belyaev et al. [47] advises.

In conclusion, this study confirms antioxidant and
immunomodulatory properties of resveratrol as chemo-
preventive in cerulein-induced acute pancreatitis, which
can be related to intracellular calcium signal. The non-toxic
character of this phytoalexin at low dose [48] ensures its
use in clinical practice. More studies are needed to deter-
mine if antioxidant treatment, alone or in combination with
other strategies, is as useful in humans as in animal models
of the disease.
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Discusion General

La pancreatitis aguda (PA) es una enfermedad de caracter inflamatorio que, si bien en
la mayoria de los casos es autolimitante, puede provocar la muerte del paciente por fallo
multiorganico y/o sepsis. En los Ultimos afios, un mayor conocimiento de la dolencia ha dado
lugar a la disminucién de las tasas de mortalidad. Sin embargo, esta enfermedad continla
siendo un problema para los sistemas sanitarios de todo el mundo, debido a su alto coste
econdémico en términos de cuidados intensivos, administracion antibidtica e intervencion
quirdrgica (Neoptolemos vy cols., 1998). Consecuentemente, estrategias como la
suplementacion antioxidante han mostrado ser muy prometedoras, pudiendo llegar a reducir la
progresion de la enfermedad vy el tiempo de recuperacion del paciente, o lo que es lo mismo,
las hospitalizaciones de larga duracion. A pesar de los esfuerzos realizados en investigacion,
ain no se han conseguido dilucidar completamente los mecanismos fisiopatolégicos
subyacentes a la PA y los expertos se debaten aun entre cudl de las hipdtesis planteadas,
autodigestiva u oxidativa, representa mejor la realidad en humanos. En base a las evidencias
cientificas obtenidas en la presente Tesis Doctoral, es muy probable que ambas hipotesis se
encuentren interrelacionadas y formen una red de extrema complejidad. En el futuro, dicha red
necesitarda ser comprendida en su totalidad para poder identificar potenciales dianas
terapéuticas que permitan el desarrollo y posterior aplicacion de tratamientos limitantes de las
complicaciones sistémicas, Ultimas responsables de las altas tasas de mortalidad de esta

enfermedad.

Numerosos estudios han demostrado que la melatonina es una molécula que ofrece
grandes posibilidades en relacion al tratamiento de distintas enfermedades, gracias a sus
propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias e inmunorreguladoras. De ahi que sea una
candidata ideal para el tratamiento de la PA, evitando el desarrollo de posteriores
complicaciones como necrosis, sepsis y fallo multiorganico. El modelo experimental de PA
inducida por ceruleina continda siendo muy recomendable para el estudio de los mecanismos
celulares implicados en las primeras fases de la enfermedad tales como el estrés oxidativo, con
una alta reproducibilidad y fiabilidad en los resultados obtenidos (Zhao y cols., 2013).
Adicionalmente, se muestra como una herramienta eficaz en el testeo de nuevas terapias

preventivas frente a la enfermedad.

Desde que Sanfey y cols. (1984) sefalaran la implicacion de ERO/ERN en la
fisiopatologia de la PA, multitud de ensayos realizados tanto /7 vitro como /in vivo, han
confirmado la participacion de estas moléculas altamente reactivas en el desarrollo de la
enfermedad. Como sefialan Ozkan y cols. (2012) el estrés oxidativo seria el efector principal del
dafio en las células acinares en la PA experimental, independientemente del agente iniciador o

la ruta de ataque. Ademas, las ERO/ERN parecen ser las responsables de la generacién de dolor
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en pacientes con esta enfermedad (Esrefoglu y cols., 2006). A pesar de este descubrimiento,
aln no se ha conseguido determinar si los radicales libres funcionan como iniciadores o
amplificadores del evento inflamatorio (Closa, 2013). De cualquier modo, la exposicion a estrés
oxidativo produce peroxidacion lipidica, dafio proteico (Reinheckel y cols., 1998), permeabilidad
microvascular incrementada (Del Maestro y cols., 1982) y una alta susceptibilidad al dafio
oxidativo en granulos de zimdgeno aislados (Niederau y cols., 1996), entre otros fendmenos.
De hecho, transcurridos 10 minutos desde la exposicion a estrés oxidativo, ya son detectables
cambios morfoldgicos subcelulares como la colocalizacion de vacuolas y granulos de zimoégeno
en las células luminales, fendmeno sospechoso de ser responsable de la activacion prematura
de la tripsina (Niederau y cols., 1996). Por tanto, es posible que la exposicion a un estado de
estrés oxidativo exacerbado predisponga a la enfermedad a aquellos individuos con diversos
factores de riesgo (Braganza, 2000). Probablemente, en esta situacion patoldgica, la
incapacidad de las defensas enddgenas y/o la insuficiencia de antioxidantes dietéticos
colaboradoras de las mismas, desembocan en la destruccion glandular por causa tanto de la

activacion incontrolada de enzimas pancredticas como de la infiltracion leucocitaria.

En el modelo experimental de la PA inducida por ceruleina, las primeras evidencias de
dafio pancreatico comienzan a detectarse a los 15 minutos del inicio de la administracion del
analogo de CCK, alcanzando su punto maximo a las 12 horas y resolviéndose espontaneamente
a las 24-48 horas (Mayerle y cols., 2013). De este modo, y en concordancia con lo descrito por
otros autores (Ding y cols., 2003; Esferoglu y cols., 2006), los resultados obtenidos en la
presente Tesis Doctoral muestran que las alteraciones estructurales a nivel tisular aparecen
progresivamente y de forma dosis-dependiente a lo largo de las primeras horas de
experimentacion. Esta transformacion de la arquitectura pancredtica viene acompanada de
infiltracion de células inmunitarias, como leucocitos polimorfonucleares, linfocitos y macrofagos,
gue por quimioatracciéon acuden a la zona danada y comienzan a sintetizar citocinas, radicales
libres y otros mediadores inflamatorios que podrian dar lugar a la destruccion de la glandula.
Sin embargo, la administracion exégena de melatonina previene tanto la disgregacion tisular
como la infiltracién leucocitaria, como ya habia sido observado previamente por otros autores
(Barlas y cols., 2004; Jaworek y cols., 2003). A este nivel estructural, entre los mecanismos
pancreatoprotectores de la melatonina probablemente se encuentren la interferencia indirecta
con fendmenos de lipoperoxidacion en células endoteliales y pancredticas, y la capacidad de
incrementar el flujo sanguineo. De esta forma, se conseguiria minimizar los efectos provocados
por la administracion de ceruleina, como el incremento en la permeabilidad microvascular y la
aparicion de edema (Jaworek y cols., 2003; Jaworek y cols., 2004; C6l y cols., 2010).
Adicionalmente, los resultados ponen de manifiesto la concurrencia de hiperamilasemia e
hiperlipidemia, sumandose a los fendmenos tempranos presentes en el curso de la PA inducida
por ceruleina, como se ha registrado en otros estudios /7 vivo de PA (Urufiuela y cols., 2002;

Alhan y cols., 2004; C6l y cols., 2009). Estas alteraciones bioquimicas son usadas cominmente
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en el diagnodstico clinico de la PA en humanos (Matull y cols., 2006; Col y cols., 2009). Al
analizar los resultados obtenidos se observd que el tratamiento preventivo con melatonina
consiguio contrarrestar la elevacion sérica de ambos marcadores.Por tanto, la administracion
del indol reduce la activacién vy liberacidén incontrolada de enzimas pancredticas al torrente
sanguineo. Aunque estos efectos ya han sido mostrados en otros estudios (Jaworek y cols.,
2003; Esrefodlu y cols., 2006; Col y cols., 2009), los resultados no son concluyentes y existen
algunas evidencias que sefalan el efecto contrario, al menos, en el caso de la amilasa (Qi y
cols., 1999; Barlas y cols., 2004). La disminucion de la liberacion y activacion de lipasa
pancreatica ayudaria a prevenir la necrosis grasa peripancreatica, limitando el progreso de la

enfermedad (Steinberg y cols., 1994).

En relacién a la funcion antioxidante de la melatonina, parece ejercerse a distintos
niveles y en distintas localizaciones, gracias a su ya mencionada caracteristica anfipatica. En la
presente Tesis Doctoral se ha registrado por primera vez que los fendmenos anteriormente
mencionados se traducen en alteraciones detectables de determinados biomarcadores séricos y
tisulares de estrés oxidativo, como la corticosterona y el estado antioxidante total. En este
sentido, el tratamiento preventivo con melatonina de la PA revierte los niveles de ambos
marcadores hasta niveles proximos a los del grupo control. La recuperacion del estado
antioxidante total, tanto sérico como tisular, debido a la suplementacién con melatonina podria
deberse a la estimulacion de la sintesis y reciclaje de GSH, uno de los mayores antioxidantes
extracelulares, y/o a la represion de enzimas pro-oxidantes como la NOS (Bonnefont-Rousselot
y cols., 2010). Del mismo modo, al analizar las determinaciones tisulares, se observa que los
niveles de lipoperoxidacion (en términos de MDA), asi como los de proteinas modificadas
(grupos carbonilo), se ven incrementados en las ratas pancreatiticas, al contrario de lo que
sucede en las ratas pretratadas con melatonina. Por tanto, los resultados obtenidos muestran el
efecto protector de la administracion exdgena del indol sobre los diversos fendmenos
estructurales que provocan dano en la glandula. Muchos otros estudios han observado la
capacidad de la melatonina para contrarrestar la lipoperoxidacion en tejido pancreatico
(Jaworek y cols., 2003; Col y cols., 2010; Jaworek y cols., 2010; Jung y cols., 2010), al igual
que otras moléculas antioxidantes (Szabolcs y cols., 2006; Carvalho y cols., 2010; Lima y cols.,
2013; Zhang y cols., 2013). Cabe resenar que, debido a su estructura quimica, la melatonina no
podria actuar directamente sobre los peroxidos lipidicos (Antunes y cols., 1999), pero si como
scavenger de radicales *OH implicados en el fendmeno de lipoperoxidacion. De cualquier forma,
este tratamiento antioxidante no sdlo protegeria a los acidos grasos de la membrana de las
células acinares, sino también la integridad de los granulos de zimdgeno y otras estructuras
lipidicas intracelulares. Como resultado, la toxicidad inducida por peroxidacion lipidica, como el
incremento de la fluidez membranal, el flujo de salida citosolico, la pérdida de la actividad de
las proteinas de membrana e incluso la muerte celular, podria ser reducida. Asimismo, este

hecho tendria una gran importancia en la gestion de la respuesta inflamatoria, teniendo en
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cuenta que los acidos grasos de las membranas celulares son precursores de mediadores
inflamatorios (por ejemplo, prostaglandinas) (Kuliaviene y cols., 2013). La lipoperoxidacion en
la capa endotelial de los capilares y vénulas podria ser igualmente contrarrestada vy, asi, los
fendmenos de incremento de permeabilidad y edema (Qi y cols., 1999). Paralelamente, la ya
mencionada disfuncion de las proteinas membranales consecuencia de la lipoperoxidacion, es
agravada por el ataque directo de ERO sobre las mismas, dando lugar a la aparicién de grupos
carbonilos, entre otras modificaciones proteicas. En la presente Tesis Doctoral el pre-
tratamiento con melatonina disminuye los niveles tisulares elevados de grupos carbonilos en la
PA inducida por ceruleina, efecto igualmente observado en diferentes modelos animales (Sener
y cols., 2003; Atilgan y cols., 2012). Por tanto, la oxidacion proteica podria sumarse a los
eventos oxidativos tempranos a evitar por la quimioprevencion con antioxidantes. Analizados en
conjunto, estos resultados corroborarian las propiedades antioxidantes de la hormona pineal
per se actuando, entre otros modos, como scavenger directo de radicales libres y estabilizadora
de la principal fuente celular de ERO, la mitocondria. Esta Ultima via de actuacion seria de vital
importancia en la regulacion de las senales de apoptosis/necrosis, que afectarian de diferentes

maneras al progreso de la enfermedad.

Adicionalmente, la melatonina también podria ejercer un efecto antioxidante indirecto
sobre la PA a través de la estimulacion del sistema antioxidante enzimatico enddgeno. Este
resulta afectado negativamente en el desarrollo de la enfermedad y es muy probable que esta
situacion de desequilibrio oxidacion/antioxidacion termine agravando la progresion de la misma.
Se ha observado que concentraciones fisioldgicas de melatonina influyen en la capacidad
antioxidante del suero humano (Benot y cols., 1999). Asimismo, las enzimas antioxidantes
exhiben un ritmo enddgeno bajo condiciones normales de luz/oscuridad (Rodriguez y cols.,
2004; Pandi-Perumal y cols., 2008). En el contexto patoldgico de la PA, se ha descrito que la
administracion del indol durante la misma aumenta la actividad de enzimas antioxidantes como
SOD, CAT y GPx (Esrefogluy cols., 2006; Col y cols., 2010; Jaworek y cols., 2012). De acuerdo
con los resultados de otros autores (Jaworek y cols., 2010; Jung y cols., 2010), los resultados
de esta Tesis muestran que los niveles tisulares de GPx disminuyen durante la PA, al igual que
sucede con el estado antioxidante total. Todo parece indicar que las ratas pancreatiticas tienen
una capacidad antioxidante comprometida, comparado con el resto de grupos experimentales.
No obstante, la administracion exdgena de melatonina es capaz de revertir la concentracion de
estos marcadores en ratas pretratadas con melatonina a niveles cercanos a los del grupo
control. Esta documentado que la melatonina regula la expresion de las defensas antioxidantes
(Rodriguez y cols., 2004) a través de la influencia sobre la funcion de factores de transcripcion
tan importantes como NF-kB (Jung y cols., 2010). Como sefialan Franco y cols. (1999), parece
que la respuesta de los genes que codifican para enzimas antioxidantes al estrés oxidativo
difiere en funcion del tejido. El equilibrio entre los factores reguladores positivos y negativos

podria determinar diferentes patrones de induccién génica, segun el estimulo oxidativo y el
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tejido. Ademas, la estimulacion /n vitro de los genes de enzimas antioxidantes ocurre en el
medio de cultivo a concentraciones nanomolares de melatonina, muy lejos de las dosis
suprafisiolégicas administradas a las ratas en los modelos experimentales de PA (Rodriguez y
cols., 2004). Por tanto, aun se desconoce si el efecto antioxidante de la melatonina en PA
estaria mas relacionado con sus habilidades scavenger, o con la estimulacion directa de la
expresion de la defensa antioxidante. De cualquier modo, la administracion exdgena de
melatonina podria reducir el estado de estrés oxidativo local hasta niveles inductores de la

expresion de genes antioxidantes (Rodriguez y cols., 2004).

Desde el punto de vista de la respuesta inflamatoria, una vez que las células
inmunitarias acuden a la zona danada, su actividad podria promover la produccién de radicales
libres peligrosos. Paralelamente, éstas sintetizarian citocinas proinflamatorias que atraerian mas
células inmunitarias activadas al pancreas, empeorandose el estado inflamatorio del érgano. Se
sospecha que la interaccion entre el sistema inmunitario y la melatonina es bidireccional,
actuando el indol como enlace funcional entre los sistemas neuroendocrino e
inmunohematopoyético (Claustrat y cols., 2005; Handerland y cols., 2008). Esta Tesis Doctoral
viene a confirmar la funcién inmunorreguladora de la melatonina en la PA. En algunas especies
animales, como ratas y tortolas, se conoce que la administracion exégena de melatonina
modula el equilibrio entre citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias (Delgado y cols.,
2012). En relacion a la PA, la respuesta del sistema inmunitario parece ser idéntica
independientemente de la causa que la origine, distinguiéndose sdlo por el grado de intensidad
en el que se manifiesta (Sanfey y cols., 1984). El hecho de que el equilibrio existente entre
citocinas pro- y anti-inflamatorias desaparezca parece ser un factor crucial en el desarrollo de la
enfermedad (Wu, 2000). El analisis realizado en esta Tesis Doctoral corrobora los resultados
obtenidos por otros autores en relacién a la elevaciéon de los niveles séricos de IL-18 y TNF-a
durante el curso de la PA, tanto en animales de experimentacion (Jaworek y cols., 2002) como
en humanos (Exley y cols., 1992; Pezzilli y cols., 1999). En general, la implicacién de estas
citocinas pro-inflamatorias sintetizadas por las células inmunitarias atraidas a la zona en las
etapas tempranas de la PA es aceptada. Adicionalmente, se especula con que su participacion
durante las etapas posteriores de la dolencia contribuya a la diseminacion sistémica de la
inflamacion a otros 6rganos (Rau y cols., 2000). Los resultados de la presente Tesis Doctoral
muestran que, ademas de reducir la concentracion de citocinas pro-inflamatorias, el tratamiento
previo con melatonina incrementa los niveles de citocinas anti-inflamatorias como la IL-4,en
consonancia con lo observado en otros estudios (Jaworek y cols., 2003). La habilidad del indol
para llevar a cabo esta inmunorregulacion probablemente se deba a la inhibicion del factor de
transcripcién NF-kB (Chuang y cols., 1996; Jung vy cols., 2010), el cual controla la expresion de
genes implicados en la respuesta inflamatoria (produccion de prostaglandinas, citocinas,

moléculas de adhesién celular y oxido nitrico) (Jung y cols., 2010). Sin embargo, en un estudio

| 117



Cristina Carrasco Romero

realizado /n vitro sobre la produccion de citocinas en células acinares se observd que dicho
mecanismo no resultaba alterado en las 3 horas siguientes a la induccion de la PA.
Consecuentemente, aln no se ha determinado si la melatonina podria ejercer su influencia

sobre el sistema inmune a través de diversas vias de actuacion.

En relacion al tratamiento quimiopreventivo con resveratrol, los resultados de la
presente Tesis Doctoral mostraron que, al igual que la melatonina, el estilbeno presenta tanto
efectos antioxidantes como inmunorreguladores en el modelo experimental de PA inducida por
ceruleina. Mientras que los resultados histopatoldgicos revelan que la administracion de
ceruleina causa degeneracion acinar, edema e infiltracién leucocitaria en las ratas con
pancreatitis, las ratas tratadas previamente con resveratrol no experimentan dicha perdida de
integridad tisular, preservando su arquitectura pancreatica similar a la del grupo control. Este
efecto protector ha sido también observado en estudios anteriores (Fantini y cols., 2006; Li y
cols., 2006; Gedik y cols., 2008). Asimismo, la hiperamilasemia e hiperlipidemia detectadas en
la investigacion conducente a esta Tesis son revertidas por el tratamiento quimiopreventivo con
resveratrol, al igual que en otros estudios experimentales de PA (Gol y cols., 2010; Ozkan y
cols., 2012). Asi, quedaria confirmado el rol del resveratrol en la activacion prematura de las
enzimas pancreaticas, como senalan algunos autores (Li y cols., 2006; Szabolcs y cols., 2006).
Aunque las inyecciones de ceruleina causan alteraciones negativas en los niveles normales de
diferentes marcadores antioxidantes en suero (corticosterona y estado antioxidante total), la
administracion exdgena de resveratrol es capaz de contrarrestar el efecto del analogo de CCK
sobre dichos parametros. Ademas, a nivel tisular, la administracion exdgena de resveratrol
minimiza el fendmeno de lipoperoxidacion en el pancreas. Este mismo efecto sobre la PA
experimental ha sido registrado con terapias de suplementacion antioxidante de licopeno
(Ozkan y cols., 2012) y quercetina (Carvalho y cols., 2010). Cabe destacar que el resveratrol,
ademas de neutralizar radicales OH*, se comporta como un antioxidante terminador de cadena
secuestrando radicales LOO® y finalizando las reacciones en cadena tipicas de la
lipoperoxidacion. Por tanto, la habilidad scavenger del estilbeno podria actuar a distintos niveles

para disminuir el estado oxidativo exacerbado tipico de la PA experimental.

En cuanto a la disminucion de los niveles de enzimas antioxidantes pancreaticas
causados por las inyecciones de ceruleina, segun los resultados de esta Tesis y los obtenidos
por otros autores (Li y cols., 2006), el pre-tratamiento con resveratrol restaura los niveles
normales de GPx. Este mismo efecto sobre la PA experimental ha sido registrado con terapias
de suplementacion antioxidante de licopeno (Ozkan y cols., 2012) y quercetina (Carvalho y
cols., 2010). No obstante, al contrario de lo observado en estos estudios, los resultados
muestran que tanto la administracién de ceruleina como de resveratrol incrementan los niveles

de SOD, siendo mas marcado en el grupo pre-tratado con el fenol. Tal vez este aumento en la
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concentracion total de SOD se deba a la porcion de Mn-SOD mitocondrial, como resultado del
dafio oxidativo de este organulo. Las diferentes formas SOD ejercen su funcién antioxidante de
forma indirecta previniendo la liberacion de iones de hierro desde los clusters hierro-sulfuro vy,
por tanto, evitando reacciones de Fenton y otros fendmenos mediados por iones metalicos,
como la lipoperoxidacion y la fragmentacién de ADN (Kalyanaraman y cols., 2013). Por tanto,
ante la disparidad de resultados, se vuelve a hacer patente la necesidad de realizar mas
estudios que determinen qué mecanismos moleculares son activados en funcién del

antioxidante administrado.

Varios mediadores inflamatorios son conocidos no sélo por ser iniciadores de la PA, sino
por ser claves en el desarrollo de necrosis (Zhang y cols., 2009). Los resultados sefialan que el
pre-tratamiento con resveratrol incrementa la expresion de IL-10, citocina considerada anti-
inflamatoria por a su influencia sobre la sintesis de citocinas pro-inflamatorias; por el contrario,
la produccion de IL-1B se ve disminuida. Resultados similares se han obtenido en
investigaciones previas de PA experimental (Ma y cols., 2005; Meng y cols., 2005) y en diversos
estudios realizados /n vitro (Zhong y cols., 1999; Gao y cols., 2001; Culpitt y cols., 2003). Se ha
observado que el resveratrol es capaz de inhibir la activacion de NF-kB (Meng y cols., 2005) y
AP-1 (Manna y cols., 2000), factores de transcripcion cruciales en la expresion de genes
codificantes de enzimas pro-inflamatorias. El  resveratrol exhibe propiedades
inmunomoduladoras a través de la inhibicion de distintas fases de la respuesta inflamatoria,
desde el reclutamiento e inicial de polimorfonucleares para su activacion, hasta la liberacion de
mediadores proinflamatorios (Cucciolla y cols., 2007). Asimismo, los antioxidantes como el
estilbeno tienen la habilidad de reducir el grado de infiltracion leucocitaria al tejido danado,
interfiriendo en la actividad enzimatica MPO (Li y cols., 2006). El blogueo ejercido por el
resveratrol sobre NF-kB podria ser responsable de la supresion de la proliferacion linfocitaria y
de la citotoxicidad mediada por células, como sefiala Gao y cols. (2001). En base a los
resultados obtenidos en la presente Tesis, las propiedades inmunomoduladoras mostradas por
el resveratrol, asi como por otros antioxidantes, podrian ser de mas ayuda en la gestion de la
PA que otras terapias encaminadas a manipular la red de citocinas o a suprimir la respuesta
inflamatoria. Como Pezzilli y cols. (1999) alertan, en el futuro se deberan tener en cuenta los
distintos fendmenos autoinmunes que puedan surgir en pacientes tratados con terapias

basadas en citocinas y anti-citocinas.

Finalmente, otro de los mecanismos fisiopatologicos responsables del
desencadenamiento de la PA podria ser la alteracion de la sefial Ca®* intracelular. En el citosol
de las células acinares, los iones libres deCa** actlian como mensajeros intracelulares claves en
los procesos acoplados de estimulacion-secrecién, a través de la produccion de ATP
mitocondrial y el transporte vesicular. Se ha observado que las sefiales inducidas por

concentraciones incrementadas de Ca**citosdlico son interrumpidas tempranamente en la PA
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experimental (Petersen, 2009), registrandose niveles altos y sostenidos en el tiempo, que
podrian ser determinantes en la activacién de los zimdgenos pancreaticos (Sah y cols., 2012).
De hecho, la alteracion de la sefial intracelular de Ca®* parece ser un factor comin en la PA,
conectando todos los iniciadores conocidos y precipitando la secuencia posterior de eventos
patolégicos que dan lugar a la enfermedad (Sutton y cols., 2003). En este aspecto, los
resultados de la presente Tesis Doctoral muestran que la induccién de la liberacién de Ca**por
CCK-8 en las células pancredticas procedentes de las ratas pre-tratadas con resveratrol es
similar a la obtenida en células pancreaticas de ratas no tratadas (control). Por el contrario, la
respuesta a CCK-8 presente en los acinos pancreaticos de las ratas pancreatiticas es menor,
pudiendo deberse principalmente a la sefializacion anormal de Ca**. Estos resultados estarian
de acuerdo con estudios previos que sugieren que la PA puede alterar la homeostasis de Ca®*
intracelular en las células acinares pancreaticas (Sutton y cols., 2003; Petersen, 2009).Parece
ser que altos niveles de ERO/ERN colaborarian en el mantenimiento de los niveles
fisiopatoldgicos de Ca®* en la PA, afectando asi a la funcionalidad mitocondrial y, por tanto, a la
sintesis de ATP, clave en la sefializacion de necrosis frente a la de apoptosis. Adicionalmente, el
resveratrol podria contribuir a la biogénesis mitocondrial (Ungvari y cols., 2011). Por tanto, una
vez mas la actuacion antioxidante a este nivel podria prevenir la evolucion a formas necroticas

de la enfermedad, disminuyendo las tasas de mortalidad en esta segunda fase.

Hoy en dia, el principal problema en el tratamiento de la PA en humanos es la pobre
homogeneidad en la practica clinica. En este sentido, existen muchas diferencias entre los
centros médicos, desde la correcta clasificacion clinica hasta las estrategias empleadas para
cada paciente. Los expertos coinciden en la importancia del tratamiento temprano, no superior
a las 60h del comienzo de los sintomas, para la obtencién de buenos resultados terapéuticos
(Fantini y cols., 2006). Como sefialan Fantini y cols. (2006), debido al caracter multidimensional
de la pancreatitis aguda seria recomendable, en vez de buscar una Unica “droga magica”,
utilizar cActeles terapéuticos que bloqueen los distintos pasos implicados en la fisiopatologia de
la enfermedad. De ahi que el paradigma “un medicamento, una diana” deba ser revisado
(Cucciola y cols. 2007). Precisamente, la habilidad polivalente exhibida por diversos
antioxidantes hace que la suplementacion antioxidante haya comenzado a considerarse como
una firme candidataen el tratamiento de la PA. Los compuestos antioxidantes presentes en la
dietano sdlo actuarian como scavengers directos, sino también como inmunorreguladores,
promotores del sistema antioxidante enzimatico y de la microcirculacién (Meng y cols. 2005),
reguladores del Ca** intracelular y estabilizadores de membranas lipidicas (Ma y cols., 2011),
entre otros mecanismos. En el futuro, como otros autores apuntan (Pezzilli y cols., 2004;
Fantini y cols., 2006; Chen y cols., 2008; Esrefodlu, 2012), una administracién temprana de
cocteles antioxidantes, como monoterapia o en combinacion con otras estrategias exitosas
(alimentacién enteral y/o probioticos) podria reducir ain mas las tasas de mortalidad, evitando

la evolucidn necrética y las consiguientes infecciones. Asimismo, podria ser interesante disefiar
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moléculas antioxidantes capaces de acumularse preferentemente en la mitocondria, principal
fuente intracelular de ERO (Sheu y cols., 2006) y no infravalorar el efecto protector de la
melatonina enddgena en las fases iniciales de la PA en humanos, como avisa Belyaev y cols.
(2011).

En conclusidon, en la actualidad existen multitud de evidencias cientificas que han
ayudado a clarificar algunos aspectos sobre la implicacion del estrés oxidativo en la PA. Sin
embargo, todavia existen muchas preguntas que contindan sin respuesta. La presente Tesis
Doctoral confirma las propiedades antioxidantes e inmunomoduladoras de la melatonina y el
resveratrol como agentes quimiopreventivos de la PA inducida por ceruleina en ratas. El
caracter inocuo de ambos antioxidantes a bajas dosis convertiria la suplementacion antioxidante
en una practica clinica segura. No obstante,dado que los resultados experimentales obtenidos
hasta el momento no son concluyentes, es necesario llevar a cabo mas estudios que permitan
comprender como estan integrados todos los factores implicados en el establecimiento y
desarrollo de la enfermedad, y cdmo los diferentes niveles de actuacion de las moléculas
antioxidantes podrian llegar a ser dirigidos para contrarrestar vias de sefializacion patoldgicas
especificas. Asimismo, estos ensayos ayudarian a determinar la viabilidad de la traslacién de los
efectos saludables de dietas como la mediterranea a la practica clinica y, por tanto, si dicha
suplementacion, sola o en combinacion con otras estrategias, es tan Gtil en humanos como en

las especies animales estudiadas hasta el momento.
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Conclusiones

Tras analizar los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral en relacion a la
evaluacién del efecto quimiopreventivo de antioxidantes (melatonina y resveratrol) en un
modelo experimental de pancreatitis aguda inducida por ceruleina en rata Wistar, se puede

concluir que:

1. La administracion exdgena de melatonina previene tanto las alteraciones estructurales
en el pancreas exocrino, como la hiperamilasemia e hiperlipidemia séricas provocadas
por inyecciones sucesivas de ceruleina durante el proceso de induccion de la

pancreatitis aguda.

2. La melatonina ejerce su funcidon pancreatoprotectora a través de sus propiedades
antioxidantes e inmunorreguladoras. Al comparar con los resultados obtenidos para
ratas pancreatiticas, la administraciéon exdgena de melatonina revierte los niveles
séricos aumentados de corticosterona y de citocinas pro-inflamatorias como IL-1B y
TNF-a, en favor del aumento de los niveles de la capacidad antioxidante total y de la de
citocina anti-inflamatoria IL-4. De este modo, la melatonina es capaz de contrarrestar
los fendmenos oxidativos e inflamatorios concurrentes en las primeras fases de la

enfermedad.

3. Anivel local, el tratamiento quimiopreventivo con melatonina promueve la actuacion del
sistema de defensa antioxidante enddgeno, como demuestra la elevacion de los niveles
tisulares de la capacidad antioxidante total y de la enzima glutation peroxidasa en las
ratas pre-tratadas con el indol. Por otro parte, contribuye a la reducciéon de fendmenos
causantes de dano oxidativo organico, como son la lipoperoxidacion y la oxidacion
proteica, observandose una menor incidencia de éstos en los pancreas de las ratas pre-

tratadas con melatonina con respecto a las ratas pancreatiticas.

4. La suplementacién con resveratrol muestra asimismo un efecto protector sobre la
integridad de la arquitectura pancreatica, previniendo la hiperamilasemia e

hiperlipidemia séricas causadas por inyecciones sucesivas de ceruleina.

5. Al comparar con los resultados obtenidos para las ratas pancreatiticas, y del mismo
modo que sucedia con la melatonina, el tratamiento quimiopreventivo con resveratrol
revierte los niveles séricos aumentados de corticosterona y de la citocina pro-
inflamatoria IL-1B, en favor del aumento de los niveles de la capacidad antioxidante
total y de la citocina anti-inflamatoria IL-10. A nivel local, promueve la actuacion del
sistema de defensa antioxidante enddgeno, como demuestra la elevacién de los niveles

tisulares de la capacidad antioxidante total y de las enzimas glutation peroxidasa y
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superoxido dismutasa en las ratas pre-tratadas con resveratrol, colaborando en la

prevencion de dafo oxidativo como la lipoperoxidacion.

6. Por ultimo, la administracion exdgena de resveratrol previene la alteracion de la sefial
fisiologica de Ca®* intracelular en las células acinares pancredticas, gracias a la

capacidad del polifenol de regular la homeostasis del idn a distintos niveles.

Por tanto, como Conclusiéon General de la presente Tesis Doctoral podemos indicar que el
tratamiento quimiopreventivo con antioxidantes (melatonina y resveratrol) de la pancreatitis
aguda inducida por ceruleina previene la hiperamilasemia e hiperlipidemia séricas, asi como el
dafio oxidativo (lipoperoxidacion y oxidacion proteica) y las consecuentes alteraciones
estructurales pancreaticas. Dichos antioxidantes parecen ejercer su funcion pancreatoprotectora
a través de sus propiedades antioxidantes e inmunorreguladoras, actuando como scavengers,
promoviendo la actuacion del sistema enddogeno de defensa antioxidante a nivel local y
sistémico y regulando tanto la homeostasis del Ca®* intracelular como el equilibrio entre los

niveles de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias.
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Conclucdes

Apos analisar os resultados obtidos nesta Tese de Doutoramento em relacdo a avaliagao do
efeito quimiopreventivo de antioxidantes (melatonina e resveratrol) num modelo experimental

de pancreatite aguda induzida por ceruleina em rato Wistar, pode concluir-se que:

1. A administracdo exdgena de melatonina previne quer as alteragbes estruturais no
pancreas exocrino quer a hiperamilasemia e a hiperlipidemia séricas causadas pelas

injecOes sucessivas de ceruleina durante o proceso de inducdo da pancreatite aguda.

2. A melatonina exerce a sua fungdo pancreatoprotetora através das suas propriedades
antioxidantes e imunoreguladoras. Comparando com os resultados obtidos para os
ratos pancreatiticos, a administracdo de melatonina reverte o aumento dos niveis
séricos de corticosterona e de citocinas pré-inflamatdrias, tais como IL-18 e TNF-o. em
favor do aumento dos niveis de capacidade antioxidante total e da citocina anti-
inflamatdria IL-4. Assim, a melatonina é capaz de neutralizar os fendmenos oxidativos e

inflamatdrios concomitantes nas fases iniciais da doenca.

3. Localmente, o tratamento quimiopreventivo com melatonina promove a acdao do
sistema de defesa antioxidante enddgeno, tal como evidenciado pelos niveis teciduais
elevados de capacidade antioxidante total e glutationa peroxidase nos ratos pré-
tratados com o indol. Por outro lado, contribui para a reducdao dos fendmenos
bioldgicos causadores de lesdes oxidativas organicas, tais como a peroxidacao lipidica e
a oxidacdo de proteinas, mostrando uma incidéncia inferior do mesmo no pancreas de

ratos pré-tratados com melatonina em comparacdo com os ratos pancreatiticos.

4. A suplementacdo com resveratrol mostra também um efeito protetor sobre a
integridade da arquitetura pancreatica, previndo a hiperamilasemia e a hiperlipidemia

séricas causadas pelas injegGes sucessivas de ceruleina.

5. Comparando com os resultados obtidos para os ratos pancreatiticos, e tal como
aconteceu com a melatonina, o tratamento quimiopreventivo com resveratrol reverte o
aumento dos niveis séricos de corticosterona e citocinas pro-inflamatorias IL- 1B , em
favor do aumento dos niveis da capacidade antioxidante total e da citocina anti -
inflamatdria de IL-10. Localmente, promove a acdo do sistema de defesa antioxidante
enddgeno, tal como evidenciado pelos niveis teciduais elevados de capacidade
antioxidante total e das enzimas glutationa peroxidase e superdxido dismutase nos
ratos pré-tratados com resveratrol, contribuindo para a prevencao de dano oxidativo

como a peroxidagao lipidica.
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6. Finalmente, a administragdo exdgena de resveratrol previne a alteracao da sinal
fisiolégica de Ca®* intracelular nas células acinais pancreaticas, devido a capacidade do

polifenol para regular a homeostase idnica em distintos niveis.

Portanto, como Conclusao Geral da presente Tese de Doutoramento podemos indicar que
o tratamento quimipreventivo com antioxidantes (melatonina e resveratrol) da pancreatite
aguda induzida por ceruleina previne a hiperamilasemia e hiperlipidemia séricas, o dano
oxidativo (peroxidacdo lipidica e oxidacdo proteica) e as consequentes alteragbes estruturais
pancredticas. Estes antioxidantes parecem exercer a sua fungdo pancreatoprotetora através das
suas propriedades antioxidantes e imunoreguladoras, atuando como scavengers, promovendo a
atuagdo do sistema enddgeno de defensa antioxidante nos niveis local e sistémico e regulando
quer a homeostase do Ca** intracelular quer o equilibrio entre os niveis de citocinas pro-

inflamatorias e anti-inflamatorias.
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