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RESUMEN

INTRODUCCION: La Pancreantis Cronica (PC) ¢s un proceso dinamico caracterizado
por la sustitucion del parénguima pancreatico por tejido fibroso. haciendo que se pierda la
funcion exocrina v endocrina de este organo  Uno de los pocos modelos reproducibles en

animales de expenimentacion capas de conseguir cambios histologicos caractensticos de

PC. puede ser il para evaluar el efecto del interferon gamma (IFN-v) para reducir la
transcripcion de TGF-beta, disminuyendo por ende la produccion de colagena 1 v 1. En
los estudios realizados en fibrosis pulmonar idiopatica se ha demostrado su capacidad para
disminuir hasta el S0% de la produccion de colagena 1y HI

OBJETIVO: Esaluar el efecto de IFN-7 sobre fa tibrosis pancreatica en un modelo
expernimental de PC en ratas

METODOLOGIA: Se utilizaron 3§ ratas Wistar macho con peso promedio de 220-240
ur El protocolo incluvo dos fases, la primera consistio en inducir fibrosis pancreatica
mediante el uso de ciclosporina v cenulena v la segunda consistio en la aplicacion de IFN-
v Se formaron 2 grupos, ¢l Grupo Expenmental que incluyo 32 ratas a quienes se les
aplico ciclosporina 20 mg » kg 1p cada dia v cerulema 100 ug 7 kg ip en el dia uno v ocho
por 2 semanas, al concluir esta condicion se paso a la segunda fase en donde se
aleatorizaron en dos subgrupos de 16 ratas cada uno. el que reaibio tratamiento con IFN-y
600 Ul/d 1p cada dia por una semana v el no tratado que solo recibio solucion salina con el
mismo esquema de aphicacion  El grupo control incluyo 6 ratas a quienes durante todo el
protocolo solo se les aplico selucion salina En ambos grupos se determuno cada semana ¢l
peso, concentracion sangwinea de enzimas pancreaticas (amilasa v lipasa) v TGF-beta,

cambios en el tejido pancreatico en histologia (grado de fibrosis ¢ intflamacion) y en



marcadores de estrés oxidauvo (glutation y malondialdehido)  Los resultados se expresaron
como medias = desviacion estandar. los grupos tueron comparados mediante la prucba de
U-Nann-Whitney v ANOVAL considerando significativo un valor de p - 0 05
RESULTADOS: A la segunda semana de la induccion de PC no existieron diferencias en
la variacion del peso entre los subgrupos experimentales. pero si fue menor el incremento al
comparar ambos con ¢l grupo control (p - 0 001). aunque es de hacer notar que después de
recibir IFN-y las ratas aumentaron de peso comparativamente con las del subgrupo no
tratado (p=0001) No existieron diferencias en las concentraciones de amilasa y lipasa
basales Despues de la induccion de pancreatitis las concentraciones de amilasa fueron
menores en ambos subgrupos expenimentales (p -0 0 02) Las concentraciones de amilasa
aumentaron despues de una semana de tratamiento con INF-y, desapareciendo la diferencia
con ¢l control  Las concentraciones de lipasa tucron significativamente mas bajos en el
subgrupo de PC que no recibio INF-y (p=0 018)  El puntaje de tibrosis tendio a ser menor
en las ratas con PC que recibieron INF-v comparado con las del subgrupo no tratado
(p=0062) No existicron diferencias en los marcadores de estrés oxidativo entre las
diferentes condiciones estudiadas  Las concentraciones de TGF-f tueron mas altas en el
grupo de PC tratado que en ef sin tratar y que en el control (p=0 003)

CONCLUSIONES: El uso de INF-y mejora el peso de las ratas con PC, aumenta las
concentraciones sanguwneas de enzimas pancreaticas v tiende a reducir el grado de tibrosis
No puede establecerse un papel patogemco al estres ovidatvo de acuerdo a los marcadores
utilizados, ni tampoco al TGF-f en la fibrogenesis seuun lo esperado, sin embargo, hay
evidencia para establecer que el concepto de irreversibilidad del dano funcional y

anatomico de la PC es relative




INTRODUCCIO;

La pancreatitis cronica (PC) se caracteriza por la presencia de infiltrado inflamatorio y la
destruccion progresiva de las celulas acinares v su reemplazo por tejido fibroso (1,3) Cada
aflo en EUA se¢ diagnostican 20 casos nuevos de PC por cada 100,000 (2) Un estudio
realizado en el INNCMSZ demostro una incidencia de PC de 4 4 por cada 1,000 pacientes

hospitalizados (3)

Se han desarrollado algunos modelos expenimentales de PC teniendo como tin entender
fenomenos especificos de la patogenesis y modalidades terapéuticas de esta enfermedad.
l.os modelos animales no reproducen todos los aspectos de la enfermedad humana, sin
embargo, han contnbuido a comprender la fisiopatolowia de la misma  Los modelos
experimentales m viero son inadecuados para este fin, va que no reproducen los complejos
efectos sobre otros orzanos v sistemas  Los estudios experimentales en animales permiten
disminuir la vanabiidad con la que la PC se puede presentar en ¢l hombre y asi poder
evaluar un aspecto especitico de esta,  va que en expenimentos se utilizan animales de la
misma edad, sexo v consanvwmimdad, con homogenerdad v sincronizacion en la agresion

pancreatica, haciendo factible producir un dano simitar en todos los animales (4)

Mientras que existen muchos modelos de pancreautis aguda (PA). pocos han logrado
reproducir la PC Varios diseios han tratado de inducir PC despues de ataques repetidos de
PA. por gjemplo, un modelo indujo sers episodios de PA con ceruleina cada semana y,

despues de la induccion se administro factor de crecimiento transtormante beta (TGF-8)



recombinante, produciendo tibrosis perilobular e intralobular pancreatica (4) Otro modelo
utilizo  ciclosporina,  despues  de la nduccion  con  ceruleina, mostrando que la
administracion repetida de aictosporina tavorecio el desarrollo de fibrosis pancreatica, (5)
va que esta produce dano pancreatico. ademas de otros efectos que incluven nefrotoxicidad
y perdida de peso en fos animales tratados (0) Ouo modelo mas, utiliza Dicloruro de
Dibutiltin (DBTC), produce edema del conducto bilio-pancreatico y secrecion amarillo
verdosa (producto de la necrosis ¢ inflamacion de las células ductales), condicionando
obstruccion y produciendo dafo al parenquima pancreatico, observando que la fibrosis es
dosis v tiempo dependiente de la admimstracion del DBTC (7) Recientemente se informo
un nuevo modelo de PC que fue realizado en ratas MRL. - a las que se les admimstro acido

poliinosinico policindilico produciendo caractensticas de pancreatitis automnmune (1)

Nuestro grupo logro producir cambios de PC en ratas en forma reproducible y con baja
monrtalidad, con un disedo experimental (8) modificando uno previo informado en la

literatura (5) v que serd usado en este estudio

Modelos de PA como el de dosis supramaxima de ceruleina, (9). dieta con déficit en colina
y suplementada en ctionina (10,11), ligadura del conducto pancreatico (12), infusion
pancredtica intraductal de taurocolato de sodio (13) v adnunistracion de cloruro de calcio
(14) han demostrado destruccion aguda  del  parenquima del pancreas con  altas
concentraciones sericas de enzimas pancreancas  En contraste, 1os niveles de estas enzimas
son bajos en modelos de PC en ratas va sea con ceruleina v estres (15), con acido sulfonico

de trinitrobenzeno (16) v en ratas WBN:Kob con PC espontanea (17,18)



Los radicales libres han sido 1implicados en ¢l dano producido durante la pancreatitis Existe
un balance entre radicales libres v antioxidantes. el desequilibrio de estos sistemas origina
el dano tisular (19-21)  El estrés oxidativo es capaz de activar a las celulas estelares
hepaticas v generar fibrosis (22)  Por la similitud de estas células con sus homologas
pancreaticas se ha cuestionado si este factor es capaz de producir el mismo efecto en el
pancreas  Casini v cols demostraron un incremento en la tibrosis procedente de ceélulas
estelares activadas en tejido circundante a las areas con estrés oxidativo en pacientes con
PC alcoholica Este hallazgo se asocio con un incremento en la produccion del tactor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) v TGF-f§ (23) Por otro lado la inhibicion de la
enzima superoxido dismutasa que estd involucrada en la primera hnea de detensa contra los
radicales libres, ocasiono fibrosis inter e intralobular con atrofia de las celulas acinares (24)
El estrés oxidativo ocasionado por el alcohol es capaz de inducir fibrogenesis en cultivos de
celulas estelares de pancreas de rata (25), que disminuve al agregar vitamina E como

antioxidante sugiriendo que este efecta es mediado por la reduccion en los niveles de TGF-

B. (26)

La fibrosis es el cambio anatomico mas caractenstico de la PC, asociado a intfiltracion por
células inflamatorias. hasta el momento no existe tratamiento que resierta esta lesion que se
produce por el desbalance entre sintesis v dewradacion de colagena. llevando a una
desproporcion entre parenquima y estroma (27.28) No se conocen a fondo los mecanismos
responsables de la activacion. prouresion v perpetuacion de la fibrogenesis pancreatica

(7.24,29)




El TGF-f} es una citocina mediadora de fibrosis en cirrosis hepatica, glomerulonetritis.
tibrosis pulmonar idiopatica v PC.  va que estimula la sintesis de matriz extracelular e
inhibe su degradacion (29-30) también se ha descrito que juega un papel importante en el
desarrollo de fibrosis en modelos de PA v PC (5.29.31) El uso de anticuerpos contra TGF-
B disminuye significativamente la matriz  extracelular v la sintesis de  fibronectina.
colagenas I v 111 (32.33) Ademas participa en el reclutamiento v diferenciacion de celulas
inflamatorias, consideradas principales responsables de la tibrosis hepatica (34)  Apte v
cols demostraron que la activacion de las celulas estelares en el pancreas de rata producia

colagenas 1 v 1, fibronectina v laminina. (35) Actualmente se considera a las celulas

estelares como los principales agentes en el proceso de fibrogénesis en higado y pancreas

En un inicio los mterferones fueron usados fanmacologicamente por sus propiedades
antivirales, incluso en la actualidad el IFN-a es parte del tratamiento de eleccion para
hepatitis viral cronica (37) Sin embargo, Prior v cols demostraron que el 56%a de pacientes
con fibrosis pulmonar uenen deficiencia en la produccion linfocitica de interferon gamma
(IFN-y). v que est1a deficiencia se asocia a peor pronostico (38} Ademas se habia informado
presiamente que los pactentes con sarcoidosis con concentraciones bajas de IFN-v teman
una mavor “tendencia fibrotica” (39) Por lo tanto, al estudiar en modelos de tibrosis
pulmonar la administracton de IFN-y s¢ demostro que es capaz de disminuir en 50%5 la
produccion de colagenas upo t v LI por los tibroblastos (40)  Un mtorme prehuninar del
uso de IFN-y en pacientes con fibrosis pulmonar primana mostro disminucion de los
niveles de transcripcion del TGF-Ben el tgido pulmonar despues de seis meses de

tratamiento, asociandose a mejona chnica  Ademas, los autores demostraron que no habia



produccion pulmonar de IFN-y e incremento de 7 seces la produccion de TGF-8,
comparada con ¢l grupo control (41) Por el efecto blogueador del TGF-[3 sobre el [FN-v
(42, 43), se sugiere que en las enfermedades caracterizadas por fibrosis, la inflamacion
cronica puede Hegar a desarrollar deficiencia adquirida del 1FN-y favoreciendo la actividad

tibrogénica del TGF-3.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

1) Evaluar ¢l efecto del IFN-y sobre la fibrosis pancreatica en un modelo experimental de

PC en ratas

OBJETIVO ESPECIFICOS:
1) Conocer la variacion en el peso, enzimas pancreaticas y TGF-p sanguincos, estrés
oxidativo y fibrosis pancreatica entre amimales con PC que recibieron IFN-y comparado

con un grupo no tratado y un control sin daito pancreatico




HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA

La administracion de IFN-y NO mejora ¢l peso. NO _devuelve la capacidad secretora de las

enzimas pancreaticas, NQO reduce el estres oxidativo en el pancreas y NQ disminuye el

grado de fibrosis pancreatica ni los niveles sanguineos de TGF-31

HIPOTESIS ALTERNA

La administracion de IFN-y mejora el peso, devuelve la capacidad secretora de las células

acinares, reduce el estrés oxidativo del tejido pancreatico, el grado de fibrosis pancredtica

v los niveles de TGF-f31

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




MATERIAL Y METODOS
Se utilizaron ratas Wistar macho que fueron mantenidas segun protocolo de bioterio,
siguiendo los lineamicntos ¢ticos de trabajo de la Norma Oficial Mexicana para ¢l manejo
de animales de laboratorio v esperimentacion NOM-002-Z00-1999 v contando con fa
aprobacion del Comite de Etica v de Investigacion en Animales del INCMNSZ
El protocolo incluyd dos fases La primera consistio en inducir fibrosis pancreatica
mediante ¢l uso de ciclosporina y ceruleina  La segunda fase consistio en la aplicacion de

IFN-y

1. MODELO EXPERIMENTAL
Ratas macho con peso promedio de 220-240 yr (N=38) agrupadas en dos grupos

GRUPO EXPERIMENTAL: (N=32) Las ratas fueron tratadas con ciclosporina
(Novartis, Meéxico) (dilucion 1 4 en solucion salina) 20 myg / kg ip cada dia por 2
semanas y ceruleina (Sigma, St Louis, EUA) 100 ug 7 kg ip en el dia uno y ocho
Al finalizar la fase de induccion de fibrosis pancreatica a la segunda semana, se

aleatorizaron en dos subgrupos expenmentales (N =16 cada uno)
1) Recibir IFN-v (Gibco. Rockwille, EUA) 000 Uld ip dianamente por una
semana con ratas de un peso promedio de 239 ur

2) Recibir unicamente solucion sahina con ratas de un peso promedio de 230

Qr

GRUPO CONTROL: Incluse 6 ratas con peso promedio de 240 gr que fueron

tratadas unicamente con solucion salina (Tabla 1)

TESIS CON 10
FALLA DE ORIGEN




2. VARIABLES ANALIZADAS

1) PESO
Las ratas fueron pesadas al inicio del protocolo y cada semana durante el periodo de

estudio. El peso fue expresado en gramos

1) ENZIMAS PANCREATICAS

Se realizaron 3 mediciones de cnzimas pancreaticas (dias 1 y 8 y al sacrificio) Las
muestras sanguineas fueron obtenidas a traves de puncion capilar heparinizado del seno
esfenoidal de las ratas 6 horas despues de la induccion de la pancreatitis con ceruleina (dias
uno v ocho), fueron cemtritugadas a 2,200 rpm por 15 min. para separar la capa de
leucocitos del plasma  El plasma fue recolectado en crioviales para la medicion de la
concentracion de amilasa v lipasa luualmente al sacrificarlas se obtuvieron $ mi de sangre

por puncion intracardiaca utitizando una jeringa heparinizada

AMILASA:  Se disolvio el amoniguador, se llevo a temperatura ambiente y se
mezeld con el plasma. sc incubo por 4 minutos v se midio a 405 nm de absorbancia
utilizando un metodo automatizado por medio de un autoanalizador Synchron CX7-

D2.

LIPASA: Se mezclo el plasma con agua desionizada a temperatura ambiente v se
midio a 340 nm en absorbancia utilizando un metodo automatizado por medio de un

autoanalizador Synchron CX7-D2



Los resultados de amilasa v lipasa se expresaron en U/ml

H1) CAMBIOS EN TEJIDO PANCREATICO
Al final del estudio. las ratas fueron sacriticadas bajo anestesia con administracion de
pentobarbital sodico a razon de 120 mg kg ip  Previo al sacrificio se extrajeron 5 mi de
sangre de cada rata mediante puncion intracardiaca con una jeringa heparinizada,
posteriormente mediante laparotomia abdominal, se extrajo v separd el pancreas de los
tejidos adyvacentes  Una porcion de tefido pancreatico tue incluida en fomaldehido al 10%s
para su consenvacion vy estudio histopatologico. otra porcion fue congelada inmediatamente
en nitrogeno liquido para la determinacion de marcadores de estrés oxidativo
11Ia) GRADO DE FIBROSIS
Los especimenes de pancreas fueron conservados en formaldelndo para su posterior
inclusion en bloques de parating Se les realizo tincion de hematoxilina y eosina
(H&E) y tricromico de Masson  En el tejido pancreatico se valoro el grado de
fibrosts de cada especunen v la intiltracion linfo-monocitica, asi como el grado de

inflamacion peripancreatica  La fibrosis se clasitico de la siguiente manera

GRADO CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS
0 Normal, Tepdo pancreanico sano
i Tepdo con tibrosis ntralobular leve, sin antiltrado

celular intralobular v tejido  peripancreatico  con

infiltracion celular

2 Fibrosis intralobular  moderada, infiltrado  celular

intralobular v del tepdo penpancreatico

3 Fibrosis intralobular intensa, infiltrado intralobular y

peripancreatico intenso




IIb) EVALUACION DE ESTRES OXIDATIVO

Al tejido pancreatico se le retiro la grasa v los nodulos linfaticos, fue pesado,
congelado y liotilizado  Se prepard la homogenizacion del tejido mediante el uso
del esquilador de motor (Tissue Terror 985-370, Biospec Products Inc. Drewel,

Winconsin, USA)

Lipoperoxidacion mediante el ensayo del malondialdehido (MDA): Se
homogeneizaron aproximadamente 100 my del tejido pancreatico con 1 ml
de solucion salina al 0 9%, se adiciono 2 ml de solucion reactiva (mezcla de
TCA, TBA y HCl)  Se incubo en bano Maria por 30 minutos, se centrifugo
por 10 minutos a 4000 rpm a temperatura ambiente. se tomaron 300 ul del
sobrenadante y se leyvo la absorbancia a S35 nm  Los resultados se

expresaron en nmol de malondialdehido:mg de proteina

Glutation: Se homoueneizo aproximadamente 100 mg de pancreas con | ml
de solucion salina al 0 99, se coloco en hielo v se lisaron las celulas con el
sonicador por § segundos (0 veces), se tomaron S00ut del homoyencizado y
se agrego 1 ml de butter de solubilizacion (SDS 1%e. Tris base 0 2M, EDTA
0 002 M pHS), se dejo reposar 15 minutos v se adiciono 1 mi de TCA 895, se
agitd v se centrifugo a 0000 rpm a 4°C por 15 munutos y posteriormente se
leyo la absorbancia a 412 am  Los resultados tfueron expresados en nmol de

Glutation / g de proteina



IV) MEDICION DE TGF-§
Se realizo medicion  cuantitativa  del TGF-1  en plasma utilizando el ensavo
inmunoenzimatico para TGF-B1 (R&D System) siguiendo las instrucciones de! proveedor

L.os resultados se expresaron en ng/m)

3. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del peso. concentraciones de enzimas pancreaticas (amilasa y lipasa), estrés
oxidativo y cambios histologicos se expresaron como medias = desviaciones estandar, los
grupos fueron comparados mediante la prueba estadistica de U-Mann-Whitney y ANOVA

Se considero signiticativo un valor de p <0.08



RESULTADOS

I) EVALUACION DEL PESO (Tabla H)

A la segunda semana de induccion de PC no existieron diferencias en el peso entre los dos
subgrupos experimentales que se formaron, sin embargo. ambos subgrupos fueron
diferentes del control (p=0 000). después de una semana de administracion del 1FN-v se
demostro un aumento de peso en el subgrupo tratado con comparado con ¢l subgrupo
experimental sin IFN-y (p=0001) Es de hacer notar que el grupo control siguid ganando

mas peso que ambos grupos experimentales (p=0 000)

1) ENZIMAS PANCREATICAS (Tabla Hla v [Hb)

No existicron diferencias en las concentraciones de amilasa basal en los 3 subgrupos al
inicio del estudio En las determmaciones despues de la aplicacion de ceruleina y
ciclosporina (semana [, 2 vy al sacriticarlas), las concentraciones de amilasa fueron menores
en el subgrupo experimental sin INF-y (p<002, 0003 v 0004, respectivamente) al
compararlas con el grupo control  En el subgrupo expenimental con INF-v las
concentraciones de amilasa fueron menores en las 2 pnmeras determinaciones (p=0 01,
0 001, respectivamente), sin embargo en la ultima medicion despues de la aplicacion de
INF-y desaparecio la diferencia con las controles (p=9 1) Al comparar ambos subgrupos
experimentales no existieron diferencias sicruticatin as durante las I pnimeras semanas, sin

embargo, despues de la aplicacton del INF-v, el subgrupo tratado mostro tendencia a

mayores concentraciones de amiasa (p=0 061)

15




No existicron diferencias significativas en la concentracion de lipasa al comparar los
2rupos, excepto al final del estudio en donde se encontrd que el suburupo con PC no tratado

con INF-7 tenia niveles mas bajos comparado con el subgrupo con tratamiento (p=0.018).

1) CAMBIOS TISULARES PANCREATICOS (Tabla V)
a) Valoracion Histolégica (Tabla I\)
El promedio de fibrosis ¢n el subgrupo tratado con IFN-7y fue de | 36 (limites 1-2)
grados y en el subgrupo experimental que recibio solucion salina fue de 1 90 limites
(1-3). demostrando tendencia a la disminucion de la tibrosis en el primero
(p=0 062), ¢l grupo control no presento evidencia de fibrosis (0 grados), siendo esta

diferencia signiticativa al compararla con los dos grupos experimentales (p =0 000)

b) Estrés Oxidativo

El MDA en el subgrupo experimental sin [FN-7 fue de 565 = 791 nmol/mg-
proteina, ¢n el subgrupo expernimental tratado con IFN-y fue de 274 = 366
nmol/'mg-proteina v en el grupo control de 3 11 + 263 nmol/mg-proteina;  sin
embargo no existicron diterencias sigmticativas al comparar todos los grupos
Tampoco hubo diferencia en la concentracion de glutation que en el subgrupo
experimental s IFN-¥ fue de 246 20 = 245 81 nmol'myu-protemna, en el subgrupo
con IFN-y de 205 44 = 262 08 nmol'mu-proteina v en el subyrupo control de 22227

= 144 67 nmol‘mg-proteina
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1V) MEDICION DE TGF-3 1 (Tabla V)

Las concentraciones de TGF-B en el subgrupo tratado con IFN-y fueron mayores
grup

comparadas con el subgrupo no tratado vy e! grupo control (p=0.003)
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DISCUSION
e PESO
En las ratas experimentales obsenamos una disminucion signiticativa de peso debido a que
la ciclosporina produce inhibicion del apetito v del mecanismo de la sed, ademas de su
toxicidad pancreatica v sistémica (52, 53) Se ha descrito también que produce inhibicion
del crecimiento tanto 1 vivo como m vitro. (54) L suspension de su aplicacion resulta en
1a reversion de sus efectos (50, §4), lo que no se observo en la primera semana posterior a

suspenderse, excepto cuando se dio ef [FN-y,

o AMILASA Y LIPASA

En el modelo de PA se espera encontrar una clevacion de las concentraciones de amilasa y
lipasa, despues de producir inflamacion aguda por la administracion de ceruleina, sin
embargo, en este modelo los niveles de amilasa disminuyeron, suwiriendo que las enzimas
pancreaticas se ven disminuidas debido al ctecto de la ciclosporina, ya que cambia la
respuesta inflamatonia inducida por la estimulacion pancreatica supramaxima (53) Ademas
estos niveles enzimaticos pueden cambiar por la ciclosperina dependiendo de la dosis v el
tiempo de administracion, por ¢jemplo se ha encontrado que la administracion de una sola
dosis de ciclosporina es capaz de incrementar fos niveles de amifasa (55) v dosts menores
administradas cada semana no producen cambios  La reduccion postenior de los miveles
enzimaticos se debe a que la ciclosponna produce atrofia de celulas acinares » reduccion
del numero de receptores muscannicos con disminucion de la sintests de DNA v proteinas
(56. 53) Otros autores han reportado disminucton de la funcion de celulas endocnnas

pancreaticas al demostrar niveles mas altos de glicenua y menor concentracion de insulina



3 semanas despues del tratamiento con ciclosporina  (45)  No encontramos diferencia
signiticativa en los niveles de lipasa. lo que probablemente refleje la mavor reserva
pancreatica de esta enzima, o que no exista paralelismo en fa secrecion v produccion de las
enzimas o bien que sus valores mas altos se deban a una vida media mayvor comparada con

la amilasa (57)

e VALORACION HISTOLOGICA

Existio diferencia sigmficativa entre los subgrupos experimentales comparados con el
grupo control La fibrosis fue mas evidente al utilizar la tincion de tricromico de Masson,
resultando ser un modelo reproducible de PC dado que todas las ratas experimentales

desarrollaron tibrosis pancreatica (rangos 1 - 3)

s ESTRES OXIDATIVO

Las concentraciones de glutation fueron mas elevadas en los subgrupos experimentales
comparados con el grupo control, tendmeno opuesto a lo descrito en PC ¢n donde se
consume por las especies reactivas de oxigeno  Esta diferencia puede deberse a que el
estrés oxidativo ocurre durante las primeras horas de la leston aguda y nosotros
determinamos las concentraciones al tinal del pertodo de obsenvacion (19, 21, 48) Por otro
lado, otra probabilidad que explique la taita de elevacion de MDA es que exstan mas
proteinas que pueden ser modificadas por la lipoperonidacion v que no fueron cuantificadas
en este estudio, por cjemplo, ¢n un modelo de PC espontanca en ratas WBN kob al medir

los productos de lipoperoxidacion, las proteinas modificadas por 4-hudroxi-2-nonenal y
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malondialdehido fueron negativas y se formaron proteinas modificadas para 3-hidroxi-2-

hexenal que fueron positivas (18)

El estrés oxidativo no es ¢l unico factor patogenico en la PC, actualmente se esta dando
mucha imponancia a las células inflamatorias en ¢l desarrollo de fibrosis, en modelos
experimentales de obstruccion del conducto pancreatico se ha demostrado un incremento de
linfocitos CD8+. (28) nuestros resultados mostraron gue existia infiltrado inflamatorio en
el tejido peripancreatico proporcional al puntaje de fibrosis, lo que indica que las células

inflamatorias jucgan un papel importante en la fibrogénesis

e TGF-

Se ha demostrado un incremento en la expresion de TGF-B durante la PA inducida por
ceruleina, normalizandose 7 dias despues, (38) lo que podna explicar las concentraciones
normales encontradas en nuestro modelo, va que la medicion se realizo al final del estudio
De la misma manera. Vaquero v cols usando un modelo simular al de este estudio, con
adnunistracion de ciclosporina, demostraron una maxima elevacion plasmatica de TGF-b al
dia 7 con un descenso progresivo postenor, ¢5) aunque mantiene niveles mas altos que los

controles  EEn nuestro ¢aso no tenemos explicacion para los resultados encontrados

e EFECTO DEL INTERFERON GAMMA
Demostramos que el subgrupo que reaibio IFN-y no solo dejo de bajar de peso, sino que
aumento comparado con el subgrupo no tratado  Entre las propiedades del INF-v incluyen

la activacion de macrofagos. como factor pro-apoptoico ¢ incremento de la transcripcion



del oxido nitrico (59) Parece ser que el INF-y antagoniza los efectos producidos por la

ciclosporina que llevan a disminuir ¢l crecimiento, dato no informado previamente

Al final del estudio el subgrupo tratado con INF-v temia mayores concentraciones de
amilasa vy lipasa comparado con el subgrupo experimental que no recibioé INF-y, aunque
esta diferencia solo fue signiticativa para la concentracion de lipasa. sugiere que el INF-y

fue capaz de producir una recuperacion funcional del pancreas, hecho no descrito

previamente

Con relacion al estrés oxidativo, las ratas tratadas con INF-v presentaron valores menores
de lipoperoxidacion y mayores de glutation comparados con los subgrupos tratados con
solucion salina; sin cmbargb. estas diferencias no tueron significativas v probablemente
reflejen que el estrés oxidativo no juegue un papel importante ¢n la patogenesis de la PC y
que el cfecto benéfico del INF-v no sea a través de la modulacion de los radicales hbres,
ademas de considerar que esto no puede ser descartado completamente en este estudio por

lo antes mencionado

Se observo una tendencia hacia la disminucion de la fibrosis en el subgrupo tratado con
INF-y {(p=0062) La capacidad del INF-yde inhibir la fibrosis se ha demostrado en
modelos de fibrosis renal v hepatica. este es el primer estudio en demostrar su capacidad de
disminuir la fibrosis en un modelo de PC El mecanismo principal por el cual el IFN-y
inhibe la fibrosis es mediante su modulacion sobre las celulas estelares En modelos 12 vitro

(60.61) e m vivo se ha demostrado que el IFN-y disminuve 1a produccion de colagena de las
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celulas estelares hepaticas Baront v cols demostraron que las ratas que recibieron esta
citocina junto con un inductor de fibrosis hepatca, fue capaz de disminuir la proliferacion
de celulas estelares. redujo el area ocupada por celulas ¢-SMA positivas v disminuvo la

colagena. laminina, fibronectina, y niveles de ARNm de procolagena tipo 1 (62)

Otros modclos han demostrado que la aplicacion de INF-y produjo disminucion de la
fibrosis, menor proliferacion de celulas estelares, menor expresion de a-SMA, reduccion en
los niveles de ARNm de colagena tipo 1 en 36% comparado con el grupo control (63).

Ademas el INF-v retarda la transformacion genoupica de las células estelares pancreaticas

reduciendo la expresion de «a-SMA (37

El subgrupo experimental que recibio [FN-v presentd niveles inciementados de TGF-
B. hallazgo opuesto al esperado, ya que un mecanismo de accion del IFN-y es producir
disminucion de los niveles de TGF-f v por ende disminucion de la sintesis de colagena
(64). Recientemente se informo que al aumentar la fibrosis (modelo de PC espontinea)
también aumentaba la expresion del RNAm de INF-v (05), contrario a lo descrito que el
INF-v se encuentra bajo en fibrosis  Ast mismo, se ha informado que la ciclosporina tiene
la capacidad de inhibir el TGF-$3 v con eflo ta fibrows, (06) informe contradictorio segun lo
informado por otros autores, hablandonos de que la gran variedad de efectos pleioitropicos

de las citocinas, dependen del contexto en el que actuen

Actualmente se considera que la tibrosis es un proceso dinamico, que puede progresar o

revertir, dependiendo de la contnuidad del insulto o el factor predisponente o si se

[
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modifica el microambicente de la matriz extracelular Recientemente se ha demostrado la
reversibilidad de la fibrasis en pacientes con hepatitis C t67), demostrando que el concepto
tradicional de irreversibilidad de la cirrosis no es del todo cierto (68) Por lo 1anto. la
fibrosis pancreatica tambien puede ser reversible de acuerdo a los hallazgos en nuestro
estudio, abriendo un importante campo para evaluar mecanismos anti-fibroticos v farmacos

para la misma, que podrian ser la base terapeutica para este tipo de entfermedades




CONCLUSIONES

1) La administracion de ceruleina junto con ciclosporina diaria produjo disminucion en el
peso de los animales, reduccion de la amilasa plasmatica y fibrosis pancreatica,

representando un modelo experimental reproducible de PC

2) El estrés oxidativo medido bajo las condiciones de este estudio no parece desempeiar
un pape! fundamental en el dano pancreatico cronico, aun cuando se ha sugerido que es

2

indispensable en las etapas iniciales de dafno pancredtico

3) El INF-y fue capaz de revertic la pérdida de peso, las alteraciones en los niveles
sanguineos de enzimas pancreaticas y los cambios fibroticos del pancreas en un modelo

experimental de PC
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TABLA I

DESCRIPCION DEL MODELO EXPERIMENTAL
GRUPOS Y SUBGRUPOS

Dias =

Subgrupo | experimental

Subgrupo 2 experimental

Grupo control

Ciclosporina ip

Ceruleina ip

Solucion Salina ip

Interferon ip aplicado cada dia a |53
partir del dia 15 hasta el dia 21

Sacrificio

TESIS CON
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TABLA 11

VARIACION DEL PESO
(DELTA DE PESOS)
(Peso expresado en gramos)

['Grupo y Subgrupos

Delta

Delta

Delta
Inicio / Fin

(N) 0 -2 semanas 2~3 semanas
Experimental
I'sin INF-y <2413 -3.20=17 -25+24+
[(N=16)
Experimental
Con INF-y -15 =27 27 =20 10=-27*¢
(N =16)
| Control
(N = 6) 56 ~ 36 26 ~ 16 82 =27

* Comparacion entre grupo expenmental v control (p<0 05)

¢ Comparacion entre grupo experimental con INF-y vy sin INF-y (p<0.05).
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TABLA llla

VALORES DE AMILASA ENTRE GRUPOS
(MEDIA= DESVIACION ESTANDAR)
(Amilasa expresada en U/ml)

GRUPO(n) Amilasa Amilasa Amilasa Amilasa al final
Basal después 1* dosis | después 2* dosis del protocolo
ceruleina ceruleina

Experimental

Sin INF-y 1681 = 180 1246 = 113 * 1051 = 128 * 824 =240 *

(N =16)

Experimental

Con INF-y 1575 = 65 1221 + 138 * 943 + 208 * 1108 = 324

(N =16)

Control

(N =6) 1572 £ 69 1498 = 58 1566 = 99 1400 = 190

* Comparacion entre grupo experimental y control (p<0 05)

& Comparacion entre grupo experimental con INF-y y sin [INF-y (p<0.05).

DETAR

SIS NO SALE

TPy Frovergs o .
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TABLA IlIb

VALORES DE LIPASA ENTRE GRUPOS
(MEDIA = DESVIACION ESTANDAR)
(Lipasa U/ml)

GRUPO(n) Lipasa Lipasa después | Lipasa después Lipasa al final
Basal 1* dosis 2* dosis del protocolo
ceruleina ceruleinn
Experimento
Sin INF-y 1210 14 = 0.5 15+ 3.6 14+1.2¢
(N =16)
Experimento
Con INF-y 12 0.7 15+1.2 13 =2.0 16 - 0.8¢
(N =16)
Control
(N =6) 12205 12:0.5 12 0.7 16 = 1.4

* Comparacion entre grupo experimental v control (p+0 05)

¢ Comparacion entre grupo experimental con INF-y v sin INF-y (p<0 05).
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TABLA 1V

ESTRES OXIDATIVO Y PATOLOGIA
(MEDIA £ DESVIACION ESTANDAR)

Los valores de fibrosis estian codificados de 0 a 3
dependiendo del grado de afectacion histolégica.

Las unidades de Maloldialdehido vy Glutation
estian expresadas en nmol/mg proteina,

! i Fibrosis del
GRUPQOS(N) ! Maloldialdehido | Glutation Pincreas

Experimento f

Sin INF-y : 565+ 791 246.20 = 245.81 1.90 + 0.88
(N =16) !
| Experimento :

Con INF-y | 2,74 % 3.66 265.44 = 262.08 1.36 = 0.50
(N = 16) i

Control ;
(N=6) 3.11 £ 2,63 222.27 £ 144.67 | 0

* Comparacion entre grupo experimental y control (p<0.05)

¢ Comparacion entre grupo experimental con INF-y v sin INF-y (p<0.05)



TABLA YV

CONCENTRACIONES SANGUINEAS DE TGF-B1

(ng/ml)

GRCPO TGF-beta |
(N)
Experimental
sin INF-y 95.0 £ 47.07
(N = 16)
Experimental
con INF-vy 152.1216.7 ¢
(N =16)
Control
(N =6) 87.6 + 24.5

* Comparacion entre grupo experimental v contro!l (p<0 05)

¢ Comparacion entre grupo experimental con INF-v v sin INF-y (p<0.05).



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Objetivos
	Hipótesis
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Anexos



