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Resumen
Introduccién: La pancreatitis es la enfermedad mas frecuente del pancreas exocrino. El alcohol,
es la causa mds frecuente de la pancreatitis aguda y crénica. Se ha considerado que puede existir
dafo directo del alcohol o su metabolito, el acetaldehido al tejido pancredtico. Se ha reportado que
en el pancreas se lleva a cabo metabolismo del etanol tanto por via oxidativa como no oxidativa,
por lo que se ha sugerido que los radicales libres o los acidos grasos ester etilicos generados
podrian participar también en el dafio a la glandula pancreatica. En pacientes con pancreatitis
aguda grave, se han reporiado niveles elevados de endotoxina, por lo que se ha sugerido que el
alcohol al alterar la permeabilidad intestinal provoca la traslocacion bacteriana y al exponer el
tejido pancredtico a la endotoxina se incrementa el dafo pancreatico, produciendo un exceso de
citocinas proinflamatorias. Al inicio de la pancreatitis aguda se da lugar a una serie de eventos
entre los que se incluyen inflamacién, destruccidén y respuesta inftamatoria sistémica. En ella se ha
supuesto que las células acinares y ductales podrian participar incrementando la produccién de
estos mediadores de la inflamacién. Objetivo: Estudiar el efecto del alcohol, acetaldehido y/o
lipopolisacarido a través de la secrecion y expresion de citocinas proinflamatorias y marcadores de
dano celular en dos lineas celulares que representan el parénquima pancreatico exocrino. Material
¥ _Métodos: Las células AR42-J (acinares) y Capan-1 (ductales) fueron tratadas por 6 h con alcohol
(35 mM), acetaldehido (50 uM), lipopolisacarido (1 pg/ml), alcohol (35 mM)+lipopolisacarido (1
ng/mi) y acetaldehido (50 pM)+lipopolisacérido (1 pug/ml). Se midié en sobrenadantes celulares la
secrecion de amilasa (AR42-J) y anhidrasa carbonica (Capan-1) asi como TNF-a e IL.-6 en AR42-J
y en Capan-1 TNF-«, IL-6 e IL-8; en las células se determind la viabilidad celular y se midié la
concentracion de glutation y malondialdehido. Por RT-PCR se determind la expresion del ARNm de
TNF-o y PAP-| para las AR42-J y TNF-q, IL-6 e IL-8 para las Capan-1. Resultados: La viabilidad
fue > 90% en las dos lineas celulares después de los tratamientos. Las células AR42-J mostraron
valores disminuidos significativamente de amilasa con alcohol, acetaldehido y lipopolisacarido, de
glutatién con acetaldehido y lipopolisacarido y solo tendencia (p=0.063) a disminuir con alcohol;
hubo un incremento significativo de malondialdehido con alcohol+lipopolisacarido y de expresion
del ARNm de PAP-I con lipopolisacarido; se observé una tendencia (p=0.068) a incrementar la
secrecion de TNF-a con alcohol, acetaldehido y lipopolisacarido y no se secreto en forma basal, ni
con los toxicos la IL-6. En las Capan-1 solo se observo una tendencia (p=0.06) a disminuir la
concentracién de glutation con acetaldehido. Conclusiones: Aun cuando la viabilidad y la funcién
celular nos se vio comprometida con ninguno de los tratamientos, las células acinares fueron mas
sensibles a la exposicidn a los toxicos, como se observa en la secrecién disminuida de amilasay la
induccién del ARNm de PAP-1 después del tratamiento con lipopolisacarido. Ambas lineas
celulares producen TNF-a, y en el caso de las acinares se observa una tendencia a incrementarse
después del tratamiento con los téxicos. Las células ductales fueron capaces de producir IL-6, no

asi las acinares El LPS no potencid el daio del alcohol o acetaldehido, sino que lo atenud. Las
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lineas celulares nos sufrieron estrés oxidativo, atin cuando se observd disminucién en los niveles
de glutation después del tratamiento con acetaldehido (acinares y ductales) y lipopolisacarido
(acinares). Bajo las condiciones experimentales del presente trabajo, las células acinares no
respondieron a la accién del etanol, acetaldehido y lipopolisacérido a través de la generacién de
citocinas pro-inflamatorias y aunque las células ductales si las produjeron no contribuyeron de
manera significativa al proceso inflamatorio.




Abstract
Introduction: Alcoho! abuse is associated with the development of both acute and chronic
pancreatitis. The pathogenesis of alcoholic pancreatitis is not fully defined. There are several
hypotheses on the mechanism of ethanol toxicity to the pancreas. One is that ethanol-induced
toxicity is mediated by its metabolites. Both oxidative and nonoxidative pathways of ethanol
metabolism have been shown in the pancreas. The direct effects of ethanol and/or its metabolites
may be mediated, at least in part, via oxidative stress or the generation of fatly acid ethy! esters.
Also, endotoxin is considered to play an important role in the pathophysiology of acute pancreatitis
and endotoxemia induces the production of cytokines. It has been suggested that one ol the major
acute effects of ethanol is to increase intestinal duct of permeability, allowing bacterial translocation
and leading to pancrealic tissue exposure to endotoxins. Pancreatic damage leads to cytokine-
mediated inflammatory response. Acinar and ductal cells may be early sources of cytokine
production after a pancreatic insult. Objective: To study the effect of ethanol, acetaldehyde and/or
lipopolysaccharide on expression and production of pro-inflammatory cytokines and cellular
damage markers by exocrine pancreatic cells. Materiat and Methods: Two pancreatic cells lines,
AR42-J (rat acinar) and Capan-1 (human ductal) were treated for six hours with either ethanol (35
mMV/L), acetaldehyde (50uM/L), lipopolysaccharide (1 pg/ml) single or in combined treatments with
alcohol (35 mM/L) + lipopolysaccharide (1 pg/mi) and acetaldehyde (50uM/L) + lipopolysaccharide
(1 pg/ml). Cell viability (Tripan blue), reduced glutathione (Tietze method), malondialdehyde (Buege
and Aust method), carbonic anhydrase (gasometry AVL) were determined. Amylase, TNF-g, IL-6,
IL-8 secretion were measured by commercially available bioassays. TNF-qa, IL-6, IL-8 and PAP-1
expression were delermined by RT-PCR. Results: The cell viability rate was > 90% in both cell
lines. AR42-J: Amylase secretion was significantly decreased after alcohol, acetaldehyde and
lipopolysaccharide treatments. Reduced glutathione content was significantly decreased alter
acetaldehyde and lipopolysaccharide treatments and a trend (p=0.063) to decrease found with
alcohol treatment. Malondialdehyde content significantly increased after alcohol +
lipopolysaccharide treatment. The TNF-a secretion trended to increase (p=0.068) after alcohol,
acetaldehyde and lipopolysaccharide treatments. In these cells, IL-6 secretion was neither
produced in control conditions nor induced after any treatments The PAP-1 expression was
significantly increased after lipopolysaccharide treatment. Capan-1: The only significant effect of the
toxic exposures was that reduced glutathione content decreased (p=0.06) after acetaldehyde
treatment. Conclusion: Acinar cells are more sensitive to the exposure of the toxics studied.
Although cell viability does not change, there is evidence of acinar cell function involvement
(decreased amylase secretion) and damage (RNAm of PAP-1 induction mainly on
lipopolysaccharide exposure). Both cell lines produce TNF-a that trended to increase in acinar cells
after toxic treatments. Pancreatic ductal cells, but not acinar cells produce IL-6. Lipopolysaccharide
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has not additive effect on pancreatic cell lines response to toxics. Acinar and ductal cells did not
suffer damage by oxidative stress even though glutathione content decreases after acetaldehyde
(ductal and acinar cells) and lipopolysaccharide (acinar cells) exposure. These findings suggest that
in vitro, under these experimental conditions, acinar cells does not response to effect of alcohol,
acetaldehyde and lipopolysaccharide by production of pro-inflammatory cytokines. Although ductal
cells produces these cytokines they do not contribute to inflammatory response.
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Lista de Abreviaturas

ETOH = Etanol

AC = Acetaldehido

LPS = Lipopolisacarido

TNF-a = Factor de necrosis tumoral-alfa

IL-6 = Interleucina 6

IL-8 = Interleucina 8

RT-PCR = Reaccién en cadena de la polimerasa-Transcriptasa Reversa
ELISA = Ensayo Inmunoenzimatico

PAP | = Proteina Asociada a la Pancrealitis |
GSH = Glutation reducido

MDA =Malondialdehido

TBA = Acido Tiobarbitdrico
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Introducclén

La pancreatitis es la enfermedad méas frecuente del pancreas exocrino (Robles Diaz y col.
1997,1990). Las causas son numerosas y diversos factores y estados de la enfermedad se han
asociado al desarrollo de la pancreatitis aguda. Enire éstos, se encuentran los calculos biliares
pancreéticos y el abuso en el consumo de alcohot como las etiologias mas comunes. Otras causas
menos frecuentes son la hiperlipidemia, infecciones virales, drogas, hipercalcemia, obstruccién
ductal y falla en la perfusién pancreatica son también causas de pancreatitis. También existe un

grupo de casos que se reportan como de etiologia idiopatica. (Sakorafass y col. 2000).

El abuso de alcohol es la causa mas comdn de la pancreatitis aguda y cronica (Robles Diaz y col.
1990, Sakorafass y col. 2000). Sin embargo, no estd claro por qué la pancreatitis clinica se
desarrolla solo en el 15% de los pacientes alcohdlicos (Pitchumoni y col. 2002). Las clasificaciones
internacionales de pancreatitis en Cambridge 1983 (Robles Diaz y col. 1997), Marsella-Roma 1988
{Sarles y col. 1989) y Atlanta 1992 (Bradley y col. 1993), consideran que la pancreatitis alcohdlica
se presenta como un estado cronico, que se manifiesta con dolor y/o pérdida permanente de la

funcidn pancreatica, debidos a la destruccidon de la gldndula por inflamacién cronica y fibrosis.

En un ndmero menor de pacientes, se desarrolla pancreatitis aguda, que se caracteriza por dolor
abdominal agudo con un incremento de las enzimas pancreaticas en sangre y orina, inflamaciéon
de la glandula y retorno normal de la funcion pancreatica (Robles Diaz y col. 1997). Para algunos
autores, la pancreatitis aguda alcohodlica (Sarles y col. 1989) corresponde a una manifestacion
clinica de la pancreatilis crénica, ya que consideran que el dafio se presenta solo después de que
se ha consumido alcohol por varios aflos. Sin embargo, existe un grupo de pacientes en donde
hay inflamacion y necrosis pancreatica aguda secundaria a la ingestion aguda de alcohol sin
evidencia de secuela anatémica ni funcional en el pancreas (Backstone y col. 1990, Amman y col.
1994). Aunque algunos pacientes son mas susceplibles a desarrollar un cuadro de pancreatitis

aguda después de ingerir 20 g de alcoho! por dia, mientras gue existen olros que beben una




cantidad mayor a 200 g por dia y no desarrollan la enfermedad (Sarles 1991). También se ha
estimado que aproximadamente del 10 al 15% de individuos que consumen grandes cantidades de
alcohol desarrollan eventualmente pancrealitis y un nimero similar desarrolla cirrosis ( Sakorafass

y col. 2000).

Los pacientes alcoholicos que presentan pancreatitis tienden a ser mas jovenes que los que
padecen cirrosis, mientras que los pacientes con cirrosis tienen una historia mas larga de consumo
de alcohol, lo que sugeriria que el pancreas es mas susceptible a los efectos toxicos del alcohol.
Los factores que influyen en la susceptibilidad individual para cada una de estas condiciones son

aon desconocidos (Sakorafass y col. 2000, Haber y col. 1995).

Algunas alteraciones debidas a la loxicidad aguda por alcohol que se relacionan con el desarrollo
de pancreatitis se apoyan en diversos estudios experimentales y patoldgicos, entre éstos se
encuentran: cambios en el flujo sanguineo pancreatico que predisponen al dafio por isquemia y
reperfusion con produccién de radicales libres; aumento de la permeabilidad ductal que permite el
movimiento del contenido del conducto pancreatico al espacio intersticial produciendo reflujo de
sustancias nocivas (por ejemplo endotoxinas) e incremento de la presion ductal. Otros factores
incluyen la activacidon patologica de granulos de zimégenos en la célula acinar; incremento en la
secrecion pancreatica y disfuncion del esfinter de Oddi, que podria conducir a la obstruccién o
reflujo del contenido duodenal (Robles Diaz y col. 1997, Sakorafass y col. 2000, Pitchumoni y col.

2002).

Ofra propuesta sobre el dafio agudo en el tejido pancreatico por alcoho!, considera que esta dado
por un incremento en la presion intraductal con focos de inflamacion y fibrosis (Pitchumoni y col.
2002, Sarles y col. 1989) debido a la alleracion bioquimica de la secrecion pancreatica con
produccion de tapones ductales secundaria al consumo cronico y con la ingesta aguda, la
hipertension ductal favorece al reflujo de enzimas al tejido intersticial. El alcoho!, también podria

directamente modular la generacion de citocinas que conducen a la inflamacion y muerte celular, lo




cual podria tener consecuenclas serias en la pancreatitis aguda (Robles Dlaz y col. 1997, Szabo y
col. 1995),

Alcohol y Pancreas

El metabolismo del alcohol se lleva a cabo principalmente en el higado y probablemente el
pancreas solo anfada 1% o 2% mas a la actividad llevada a cabo por los hepatocitos (Haber y
col.1998, Hamamoto y col. 1990). En el pancreas, la principal via en la oxidacion del alcohol
involucra a la deshidrogenasa alcohdlica, enzima que cataliza la conversion del alcohol a

acetaldehido (Gukovskaya y col. 2002).

Otra via del metabolismo del alcohol que se lleva a cabo en los microsomas de la célula, es la que
depende del citocromo P-450. Existen distintos tipos de citocromo P-450 capaces de oxidar el
alcohol asi como a otros alcoholes y compuestos xenobidticos; el mas eficiente es el citocromo
CYP2E1, que cataliza la oxidacién del alcohol a acelaldehido, reaccidon que conduce a la
generacion de especies reactivas de oxlgeno. Este sistema es el Unico en cuya actividad es
inducida por la presencia del alcohol (Rivero Rosas y col. 1997). Se ha reportado que en el
pancreas humano estan presenles estos citccromos responsables de la generacion de especies
reactivas de oxigeno, incluyendo el CYP2E1 y que ademas, esta incrementado en pacientes con
pancreatitis crénica de etiologia alcohdlica. (Walling 1998). También Norton y cols. (1998) han
demostrado que el CYP2E1 esta presente en el pancreas de rata y que ademas se induce en

respuesta a la expaosicion crénica al alcohol.

Una tercera via, la no oxidativa, involucra a la sintetasa de acidos grasos éster etilicos, 1a cual
media la formacion de los ésteres etilicos de acidos grasos a parlir del alcohol y los acidos grasos
{De Jersey y col. 1994, Tsujita y col. 1994). Los ésteres elilicos de &cidos grasos, que son producto
de la via no oxidativa del alcohol, se han propuestos como mediadores del dato pancreatico
inducido por alcohol, ya que se ha observado que estos son capaces de producir vacuolas en la

célula acinar y ademas estan involucrados en la fragilidad lisosomal provocada por el alcohol (




Haber y col.1993). Se ha reportado que estas vias estan presentes en el pancreas ( Haber y col.

1998, Hamamolo y col. 1990, Walling 1998).

Sin embargo, también se ha considerado que puede existir un dafio directo del alcohol o sus
metabolitos en las células acinares o quizas ductales que origine lesion anatomica (Estival y col.
1991). Los efectos agudos del alcoho! de manera directa pueden afectar la fisiologia de ta célula
acinar y provocar cambios en la permeabilidad de la membrana plasmatica, senalizaciéon y trafico
celular que contribuyan a sus efectos toxicos (Robles Diaz y col. 1997).0lros reportes indican que
en modelos experimentales, el alcohol por si solo no causa dafo pancreatico (Yuasa y col, 1998,
Singh y col. 1990), pero sl parece tener efecto sinérgico cuando se combina con ofros factores
(Gukovskaya y col. 2002, Singh y col. 1990). Estos resultados sugieren que el alcohol contribuye al
desarrollo de la pancreatitis aguda cuando existen enzimas activas en el ducto pancreatico o
cuando la secrecion se estimula durante la obstruccién del mismo ( Singh y col. 1990, Gukovskaya

y col. 2002).

El alcohol, ademas de producir dafo de manera directa, induce la toxicidad a través de sus
metabolitos, principalmente el acetaldehido (Kitson y col. 1996, Hamamoto y col. 1990). Por
ejemplo, algunos autores han sugerido que niveles elevados de acetaldehido pueden ocasionar en
tejido de pancreas disminucion de granulos de zimédgeno y vacuolas ciloplasmaticas en la célula
acinar (Honda S 1995) y en estudios in vitro, con acinis pancreéticos, el acetaldehido inhibe la
secrecion de la amilasa { Sankaran y col. 1985, Lewin y col. 1985). Por otra parte, la infusion con
acetaldehido del pancreas canino aislado y sometido a isquemia produce lesiones pancreaticas por
la accion de los radicales libres de oxigeno debido a la presencia de la xantina oxidasa (Nordback
y col. 1991, Majumdar y col. 1986). Se sabe que diversos estimulos convierten la xantina
deshidrogenasa a su forma activa xantina oxidasa, y entre ellos se encuentran altas dosis de
acetaldehido y la presencia de isquemia (Pritsos C 2000). Entonces, un posible mecanismo de
dafio producido por el acetaldehido es que podria ser oxidado por la xantina oxidasa y en

consecuencia producir radicales libres (Nordback y col. 1991, Albano y col. 1994). Por lo tanto, la
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asoclacién entre acetaldehido y pancreatitis podria relacionarse de manera indirecta e involucrar el
metabolismo del acelaldehido al activar el sislema de la xantina oxidasa y producir radicales libres

(Fridovich | 1989, Nordback y col.1993).

Por otra parte, He y cols. (2001) demostraron que el acetaldehido endogeno per se puede producir
algunos cambios patoldgicos como vacuolas en el citoplasma de la célula acinar; sin embargo,
algunas alteraciones fisiolégicas de pancreatilis como la- hiperamilasemia o edema no se
desarrolla, por lo que concluyen que son necesarios otros co-factores y un mayor tiempo de

exposicion al acetaldehido para desarrollar una pancreatitis inducida por alcohol.

El acetaldehido, al ser oxidado a acetato por accidon de la deshidrogenasa aldehidica, cuando es
producto del metabolismo del alcoho! en el higado, puede escapar hacia la circulacion y dadar al
pancreas (Lieber 1991). En hepatocitos, se ha demostrado que el acetaldehido se puede unir a
proteinas hepatocelulares y formar compueslos que se conocen como aductos que alleran su
funcidn e inducen una respuesta inmune, por otra parte, el acetato, puede inhibir la lipdlisis y
producir la liberacidn de &cidos grasos y promover la esleatosis (Lieber 1992). Por lo tanto, la
presencia del metabolismo de alcohol en pancreas, nos lleva a suponer que el acetaldehido
también puede formar aductos con las proleinas pancredticas e interferir con las funciones
celulares, respuestas inmunologicas y estimulacion de la fibrogénesis, como fo ha sugerido
Niemela y col (2001). Y por ofra parte, el acetalo en el pancreas, puede servir como sustrato para
la sintesis de 4cidos grasos, mismos que han sido relacionados a la fragilidad lisosomal observada
durante los estadios lempranos de! daio pancrestico que puede facilitar la liberaciéon de catepsina

B y la activacion intracelular de enzimas (Haber y col. 1993).

Daflio pancredlico y estrés oxidativo

Se ha establecido que el dafio celular generado por los radicales libres esta asociado a muitiples
alteraciones en la estructura y funcion celular. Como se sefiald antes, el acetaldehido podria

participar en este dafo. Por otro lado, el metabolismo del alcohol inducido por la presencia del




citocromo P-450 y en especial del CYP2E1, podrla también promover la generacién de especies
reactivas de oklgeno. Esta via podrla contribuir al estrés oxidalivo durante el consumao del alcohol.
Otras posiblés fuentes de radicales libres podrian ser la infiltracion de células inflamatorias a traves
del “burst” respiratorio; daflo mitocondrial y actividad de la 6xido nitrico sintetasa (Schoemberg y

col.1995).

Cuando por alguna razén aumenta la produccién de radicales libres y la capacidad de los sistemas
antioxidantes esta disminuida, se establece [a situacion conocida como estrés oxidativo, en el cual
el dafo celular es severo y puede conducir a la muerte celular. Existen tres enzimas que son la
piedra angular en los sistemas de proteccion de la célula: la superoxido dismutasa (SOD), que
convierte el radical superoxido en perdxido de hidrégeo y oxigeno; la catalasa que remueve el
perdxido de hidrégeno cuando esta presente en altas concentraciones; la glutation peroxidasa y la
glutation reductasa, la primera transforma el peroxido de hidrogeno en dos moléculas de agua, en
la reaccion participan dos moléculas de glutation reducido (GSH) que ceden sus protones y se
forma un enlace disulfuro (GSSG), el GSH se regenera mediante la glutation reductasa, los
peroxidos lipidicas y los lipoperoxidos también son reducidos bajo este sistema (Gutteridge 1995).
Se ha sefalado que el estrés oxidativo celular esta precedido por una disminucion en los niveles
intracelulares de glutation (Sweiry y col. 1995). Otras moléculas protectoras a nivel de membrana
celular son la vitamina E y f3-caroteno y entre otros antioxidantes extracelulares se encuentran la
vitamina C, transferrina, lactoferrina, acido drico, bilirrubina, albimina y otras, aunque en algunos

casos su eficacia es baja y su accion inespecifica (Gutteridge 1995, Sweiry y col. 1996).

El proceso de oxidacion llevado a cabo por los radicales libres, como el hidroxilo e hidroperoxilo en
los &cidos grasos poli-insaturados, constituyentes de las membranas bioldgicas, es conocido como
lipoperoxidacion. Una de las manifestaciones conocidas en e! dafo celular generado por este
proceso es el aumento en la rigidez de la membrana, caida en el potencial de membrana,
incremento en la permeabilidad a H" y otros iones, destruccién y muerte celular. Algunos de los

productos finales del proceso son citotdxicos, como los aldehidos reaclivos, y otros pueden ser
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atiles como en el caso de la cascada de degradacion del acido araquidonico (Gutteridge 1998). En
una revisién que hace Schulz HU y cols. (1999) sobre el eslrés oxidativo en pancreatitis aguda,
sugieren que la lipoperoxidacion es la secuela de la inflamacion pancredtica y que podria reflejar la

severidad de la respuesta inflamatoria sistémica mas que el daio al parénquima pancreatico.

La generacion de radicales libres de oxigeno y aldehidos reactivos, producto de un consumo
excesivo de alcohol, ha sido demostrada en estudios con humanos y en modelos experimentales,
en los cuales se sefala que el acetaldehido y los productos de la lipoperoxidacién pueden unirse a
proteinas tisulares y formar aductos estables. Estas modificaciones proteicas derivadas del alcohol,
también han sido reportadas en otros tejidos expuestos al alcohol y acetaldehido que incluyen el

cerebro de ratas, pancreas y musculo (Niemela 2001).

Una actividad y concentracion incrementada de radicales libres han sido reportados en pacientes y
en modelos experimentales con pancreatitis aguda, tanto en plasma como en tejido pancreatico. La
contribucion de posibles fuentes de radicales libres, como células inftamatorias, xantina oxidasa,
citocromo P450 y oxido nitrico sintetasa, no esta clara. Se ha relacionado a los radicales libres con
la génesis del edema en la pancrealitis aguda, y cuando se ha administrado en forma profilactica
antioxidantes, se ha observado la disminucion en la formacién del edema pancreatico; sin embargo
en el caso de la patogénesis de la necrosis pancreatica, la relacién con los radicales libres, no se
ha probado (Schulz y col. 1999). Por otro lado, se ha informado en modelos experimentales, que el
incremento de radicales libres se encuentra en las etapas tempranas de la pancreatitis aguda y
preceden a la disminucion de glutation reducido y acido ascérbico ( Kruse y col. 2001, Dabrowski y
col. 1999). En estudios in vitro, se ha encontrado que en células acinares pancreaticas, aisladas y
expuestas a estrés oxidativo, se produce un rapido dafio y muerte celular {Schulz y col. 1999,
UruAuela y col. 2002). Por otra parte, se ha observado que existen evidencias clinicas y
experimentales que apoyan una relacion entre los radicales libres y la isquemia pancreatica

causado por el metabolismo del alcohol {Sweiry y col. 1996, Weber y col. 1995).




Mediadores de la inflamacién.

Una vez iniciada |la pancreatitis aguda se da inicio a una serie de eventlos enlre los que se incluyen
inflamacién pancreatica, destruccion del tejido pancreatico y respuesta inflamatoria sistémica. Esta
ultima, es la responsable de la morbilidad y mortalidad de la enfermedad (Bathia y col. 2000). Ast,
en esta etapa temprana de la pancreatitis, una gran variedad de mediadores de la inflamacion que
incluyen quimiocinas y citocinas pro-inflamatorias son generadas por las células acinares, asi como
también por macrdfagos residentes y células endoteliales. Estos mediadores de la inflamacion, a
su vez activan y atraen otras células inflamatorias que aumentan la permeabilidad microvascular.
Por lo tanto, estos leucocitos producen y liberan mas citocinas pro-inflamatorias en el tejido
pancredtico y en el suero. Por otro lado, las células endoteliales y las células acinares incrementan
la expresion de las moléculas de adhesioén, promoviendo la adhesion de neutréfilos a la superficie
endotelial y el secuestro de estos mismos en el parénquima pancreatico. En suma, todos estos
mecanismos amplifican la respuesta inflamatoria local y sistémica ( Chen y col. 2002, Steer 2002).
Estudios clinicos han demostrado que durante la respuesta inflamatoria que ocurre en ila
pancreatitis aguda, existe un incremento de las proteinas de fase aguda, como fibrinégeno,
antiproteasas, ferritina, haptoglobina y la Proteina C reactiva, asi como de otras mas especificas de
pancreas como la Protelna Asociada a la Pancreatitis | (PAP-I). En el caso de estas dos altimas,
existe relacion clinica con {a gravedad de |a enfermedad. También, durante el proceso inflamatorio
se presenta la produccion de citocinas como: TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10. (Bathia y col. 2000,
Suazo y col. 2000). Varios de estos factores pueden actuar localmente y participar en diferentes

etapas de la respuesta inflamatoria.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-«) es una de las principales citocinas proinflamatorias, ya
que inicia la cascada de respuesta inflamaloria y participa de manera preponderante en el
desarrolio de la deficiencia organica en pacientes con sepsis o pancreatilis aguda. El TNF-a se
sintetiza en los monocitos y macréfagos activados durante la pancrealilis aguda e incrementa la

permeabilidad de las células endoteliales, estimulando la produccién de radicales libres de
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oxigeno, También induce la marginacién, atraccion y activacion de neutréfilos que a su vez liberan
de manera directa o indirecta otras citocinas. El incremento de TNF-a tanto en suero como en
tejido pancreatico correlaciona directamente con la severidad del dafio pancreatico y la inflamacién

(Suazo y col. 2000, Bathia y col. 2000).

La IL-1, al igual que TNF-a, es considerada como iniciadora de la cascada inflamatoria, y de hecho
la produccién de ambas es simultanea. También se ha sugerido que muchos de los efectos de la
IL-1 son semejantes a los de TNF-a y que ambas pueden estimular la produccion de |a otra, lo que

demuestra un efecto sinérgico ( Tracey y col. 1990) .

La IL-6 es una citocina producida por un gran nimero de células entre las que se incluyen
monocitos, macréfagos, células endoteliales, etc. en respuesta a estimulos como la endotoxina, la
IL-1 y TNF-a. Los niveles de la IL-6 estan elevados en el suero de pacientes con pancreatitis
aguda, y dicho Incremento correlaciona con la severidad de la enfermedad, por lo que se le ha
propuesto como un excelente marcador pronéstico en etapas iniciales de la enfermedad (Suazo y

col. 2000, Inagaki y col. 1997).

La IL-8 es una potente quimiocina con propiedades quimioatrayentes de neutréfilos que produce
también activacion de neutréfilos, con lo que se perpetua la cascada inflamatoria de la pancreatitis
aguda. Tanto la liberacién de TNF-a, como la presencia de lipopolisacérido en la pancreatitis aguda
son los principales estimulos para la produccion de IL-8 en los monocitos activados. Su
determinacién, se ha propuesto de gran utilidad como marcador de gravedad en la pancreatitis
aguda, tal como se ha observado en varios estudios en donde los niveles de !L-8 se encueniran
elevados en pacientes con pancrealilis aguda y en aquellos que desarrollan insuficiencia organica

(Suazo y col. 2000).

A nivel de células acinares aisladas y de tejido pancreético, se ha encontrado que tanto en ratas

control como aquellas ratas con pancreatitis aguda son capaces de producir, secretar y responder
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“a TNF-a"(GdkorVSKaYé ycol 1997). En otro estudio, se encontrd que células acinares aisladas de
rata y estlmulad‘és cony ;ln vn'eulroﬁlos activados, también eran capaces de expresar y secrelar
TNFu. I!..-‘1u[3’ e |IL-6 (Kimy col. 2000). En tejido pancreatico de ratas con pancreatitis, se detectd
en Iés etapas Zter.ripranas tanto la expresion del ARNm como la presencia de |a proteina de TNF-a e
IL-1B, y entre las 4 h y 6 h después, la expresion y presencia de la proteina de IL-6 (Norman y
col.1997). En la linea celular pancreatica las AR42-J, se ha reportado que mantiene las
caracteristicas especilficas del acini del pancreas como son la actividad de las enzimas exocrinas
como la secrecién y expresion de amilasa, de la esterasa de colesterol dependiente de las sales
biliares y que también tienen la capacidad de secretarla en respuesta al tratamiento con alcohol (Le
Petit-Thevenin y col. 1998), y que son capaces de expresar y producir IL-8 en respuesta a varios
estimulos (Vaccaro y col. 2000, Xie y col. 2002). En lineas celulares ductales, (Capan-1), se ha
reportado que son incapaces de producir amilasa o elaslasa que son marcadores acinares tipicos,
aun cuando bajo ciertas condiciones, se ha visto que pueden expresar ARNm para tripsina y
ribonucleasa, pero sl son capaces de secretar anhidrasa carbonica, enzima caracteristica de los
conductos pancreaticos. (Fernandez y col, 1994), Por otro lado, estas células producen IL-6 e IL-8

en respuesta a la endotoxina y TNF-a ( Blanchard y col. 2000).

La PAP es un reactante de fase aguda, cuyos niveles son casi indetectables en sujetos normales,
pero que durante el dafio agudo el pancreas aumenta su sintesis en forma significativa. Ortiz y col.
(1998) han sugerido que las células acinares expresan PAP en respuesta a la agresion y que
ademas, ésta es capaz de proteger a las células acinares del dano producido por los radicales
libres o de la apoptosis inducida por TNF-a. También el mismo grupo, ha reportado que las células

AR42J expresan la PAP-1 en respuesta al LPS (Vaccaro y col. 2000).

Uno de los eslimulos mas potentes para la produccion de citocinas es la presencia del
lipopolisacarido que se produce a partir de la destruccién de las bacterias Gram-negativas. Se ha
sugerido que la endotoxemia proviene del tracto gastrointestinal, por lo que la ruta que sigue la

migracion de estos microorganismos del lumen intestinal al pancreas podria suponer la
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tra_nslodaclén bacteriana, sugiriendo una falla en la barrera intestinal ( Suazo y col. 2000, Ammor} y

col, 1999).

Se -ha detectado endotoxemia en sangre periférica de pacientes con pancreatitis aguda grave, y
niveles significativamente elevados se detectaron en pacientes quienes desarrollaron falla organica
moltiple o murieron (Ammori y col. 1999, Swank y col. 1996, Exley y col. 1992). Asl, la mayor
morbilidad y mortalidad de la pancreatitis aguda se ha relacionado con ia sepsis por infeccién de la
necrosis pancredtica y peripancreatica (Fernandez del Castillo y col 1993). También se ha
confirmado que después de una pancreatitis necrosante, un grupo considerable de pacientes sufre

de insuficiencia exocrina y endocrina (Beger y col. 1997)

En modelos animales, la administracion intraperitoneal de LPS de Escherichia coli aumenta
significativamente el contenido de enzimas pancreéaticas y produce respuesta inflamatoria (Nonaka
y col. 1989). Esto hace suponer que en los casos en que se desarrolla el dafo peri-pancreatico, por
ejemplo en pancreatitis aguda por consumo prolongado de alcohol, puede agravarse la lesion
tisular por la presencia de toxinas bacterianas, que al incrementar la permeabilidad de la pared
intestinal contribuirla a la endotoxemia y en consecuencia, respuesta inflamatoria de las células
linfaticas y pancreaticas ( Posar y col. 1997, Wig y col. 1998, Blanchard y col. 2000). Asi, Fortunato
F y col (2000) han sugerido que el consumo prolongado de alcoho! podria sensibilizar a la célula
acinar al dafo inducido por la endotoxina, y por lo tanto aumentar la posibilidad de que

mecanismos similares puedan causar pancreatitis en pacientes alcoholicos.
Por otra parte, se ha comprobado que cuando ocurre obstruccion biliar, se altera el mecanismo de
control del sistema inmune del arbol biliar, favoreciendo la traslocacion bacteriana a la bitis, factor

que podrla ser importante en la patogénesis de la pancreatitis biliar (Suazo y col. 2000).

Por lo tanto, la endotoxemia puede actuar a lravés de diferentes mecanismos de manera directa o

a través de la produccion y liberacion incrementada y descontrolada de citocinas pro-inflamatorias,
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incrementar la permeabilidad intestinal, deteriorar el sistema inmune del huésped y promover la

traslocaciéon bacteriana (Ammori y col. 1999).

Lineas celulares

Existen en la actualidad diversas lineas celulares pancredticas, entre ellas se encuentran las dos

que representan a las poblaciones celulares caracteristicas del parénquima pancreatico exocrino:

1) Linea celular AR42J (Pancrealic tumor rat) de origen acinar de tumor de rata, (ATCC, Rockville,
MD), que conserva caracteristicas fenotipicas de células acinares como ya se mencioné antes.

2) Linea celular CAPAN-1 de adenocarcinoma de pancreas humano de origen ductal, conserva la
capacidad de producir la secrecion caracteristica hidro-electrolitica de los conduclos
pancredticos, es decir, la actividad de anhidrasa carbonica, las mucinas, algunos marcadores

epiteliales comao citoqueratinas especificas y otras enzimas no digestivas.
Por lo que consideramos que con estas dos lineas celulares se puede disefiar un modelo que

estudie in vitro la respuesta inflamatoria del parénquima del pancreas a exposiciones agudas a

diferentes . toxicos.
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Antecedentes directos

La pancreatitis aguda se define como un trastorno inflamatorio del pancreas con afeccion de los
tejidos peri-pancreaticos o de sistemas organicos a distancia. Se caracteriza por dolor abdominal
de inicio rapido y agudo con grados variables de intensidad. Sus manifestaciones clinicas consisten
en nausea, vomito, fiebre, taquicardia, leucocilosis y elevacion de las enzimas pancreaticas, como

la amilasa en suero y orina. (Ho ycol. 2000)

El abuso en el consumo de alcohol, es el factor etiologico mas frecuente de la pancreatitis siendo
esla etiologfa la que predomina en el sexo masculino (Robles Diaz y col. 1997). A pesar de la
vinculacion entre la pancreatitis y el abuso de alcohol, se desconocen los mecanismos que

ocasionan el dafio pancreatico por alcohol.

Con la finalidad de estudiar la patogénesis de la pancreatitis aguda alcohélica, Gronroos y col.
{1994) encontrd que en ratas que consumen alcohol en un periodo de tiempo corto, existe un
decremento en el numero de receptores muscarinicos, y en consecuencia al incrementarse el tono
colinérgico se predispone a la pancreatitis aguda. Otros invesligadores han propuesto algunas
teorlas que podrian explicar la patogénesis de la pancreatitis aguda, una de ellas propone que el
alcohol al reducir el tono del esfinter de Oddi, facilita el reflujo del contenido duodenal al duclo
pancreatico, de tal manera, que la enterocinasa presente en el jugo duodenal active las enzimas
pancreaticas, permitiendo que se difundan al intersticio pancreatico causando pancreatitis aguda.
Oftra teoria propone que el alcohol causa espasmos en el esfinter de Oddi, creando un canal
comtin entre el ducto biliar y conducto pancreédtico, de tal manera que el reflujo del ducto biliar al
pancreatico causa la pancreatitis. También, se ha propuesto que la secrecion del jugo pancreatico
rico en proteinas, conduce a la formacién de tapones en los ductos pancreaticos produciendo
obstruccion, inflamacién y degeneraciéon del drea pancreatica, produciendo asi pancreatilis cronica
y en cualquier caso, €l dafio es mayor si las endofoxinas estan presentes (Singh y col. 1990,

Robles-Diaz y col.1997).
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También se ha prqpueslo que el alcohol y sus metabolitos pueden tener efecto directo en la
fisiologia de la célula acinar alterando la permeabilidad de la membrana celular, trafico de proteinas

y vias de sefializacién intracelular (Robles Diaz y col. 1997).

Por otra parte, Hoek y col (1992) y Ponappa y col. (1987) observaron que e! alcoho!l produce un
Incremento en los niveles intracelulares de calcio, que conduce a una aclivacién intra-pancreéatica
de los granulos de zimoégeno (Katz y col. 1996) y a una posible formacion de vacuolas en la célula

acinar (Singh y col. 1990).

Actualmente, existe evidencia de que el pancreas es vulnerable al dafio producido por especies
reactivas de oxigeno (Gut y col. 1994). En el jugo pancreatico de pacientes con pancreatitis
alcoholica se ha reportado niveles elevado de peroxidos lipidicos (Guyan y col. 1990, Braganza y
col. 1983). Estos hallazgos se han asociado a cambios en el estado redox de la célula con la
consecuente calda en los niveles de los sistemas de defensa antioxidante como el GSH y el &cido
ascorblico (Sweiry y col.1996). En otro estudio llevado a cabo en ratones con pancreatitis aguda
inducida con ceruleina, se observd que en el tejido pancreatico, la concentracion del GSH habia
disminuido dramaticamente, indicando que los radicales libres, al inducir estrés oxidativo, eran los
responsables de una marcada liberacion de productos lipoperoxidativos {(Neuschwander-Tetri y col.

1992, Dabrowski y col, 1990, Schoemberg y col. 1990).

Se ha reportado que en el pancreas total se ileva a cabo la oxidacion del alcohol, via la
deshidrogenasa alcohodlica (Gukovskaya y col. 2002) y que acinis pancredticos aislados de rata
también son capaces de oxidar el alcohol, a través de la deshidrogenasa alcohdlica tipo Il (Haber
y col. 1998). Se ha informado que el citocromo CYP2E1 esta presente en el pancreas humano y
que es inducido por la ingesta crénica de alcohol en pacientes con pancreatitis alcohélica (Norton
y col. 1998). La via no oxidativa, también esta presente en el pancreas y los ésteres etilicos de
acidos grasos formados como productos de esta via, participan en el dafo a la célula acinary a la

fragilidad lisosomal {Haber y col. 1993).
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Algunos investigadores han mostrado interés en estudiar los efectos del metabolismo de alcohol en
el pancreas. Altomare y col. (1896) estudiaron en ratas el efecto de la ingestion aguda al alcohol y
su relaciéon con el estrés oxidativo, en el que concluyeron que el alcoho! reduce el contenido del
GSH pancreatico con un incremento en los niveles del MDA y glutation oxidado, y que ademas este
incremento podria deberse mas bien al acetaldehido, producto del metabolismo del alcohol, y que
por lo tanto era responsable de los daiios oxidativos en las células pancreaticas. De hecho,
Nordback y col. (1991) en un modelo experimental, encontraron que e! acetaldehido es capaz de
inducir pancreatitis aguda y que ademas era el responsable de los efectos toxicos del modelo in
vivo debido a la presencia de radicales libres. Se ha reportado que el acetaldehido puede
reaccionar con los grupos sulfhidrilo, por ejemplo de! GSH, y por lo tanto contribuir a su
decremento, ademas de que es capaz de unirse a estructuras celulares y formar aductos proteicos
(Lauterburg y col. 1988, Niemela O 2001). Otros investigadores han reportado en un modelo
experimental, que el acetaldehido puede provocar la formacion de vacuolas en la célula acinar y
disminuir el nimero de granulos de zimégeno, pero que por si mismo no produce pancreatilis

(Honda y col. 1995, He y col. 2001).

Los efectos del metabolismo del alcohol en el pancreas podrian ser contrarrestados por los
sistemas antioxidantes presentes en la célula y en los cuales el GSH juega un papel importante.
Neuschwander-Tetri y col. (1992), encontraron que el pancreas liene una alta capacidad de
sintetizar GSH. También se ha reporlado que el pancreas tiene solo una cuarta parte de la
concentracion de GSH que contiene el higado (Githens y col. 1991), de tal manera que el GSH
juega un papel importante en las funciones normales de la célula acinar, como el proceso de
detoxificacion de xenobioticos (Segat | 1998). Otras enzimas que forman parte de los sistemas de
defensa contra los radicales libres son la superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa. Algunos
investigadores han observado en modelos experimentales de pancreatitis aguda inducida con
ceruleina, que los niveles de SOD y catalasa se encontraban disminuidos, y en el modelo con
taurocolato de sodio, los niveles de catalasa estaban incrementados mientras que los de SOD

disminuidos. Asi, que los niveles de anlioxidantes enzimaticos en el pancreas pueden variar entre




los dlfereniés modelos y quiza entre las especies utilizadas en los mismos {Sweiry y col. 1996,
Schoenberg y _col. 1995). Existen otros estudios en los que se ha reportado que pacientes con
pancrealigis‘a'gud‘a tienen niveles disminuidos de antioxidantes no enzimaticos como vitamina A, C,
E y selenio (Sch_oenberg y col. 1995) y que el tratamiento con antioxidantes o recolectores de

radicales libres, es aun controversial (Schoenberg y col. 1995, Schulz y col. 1989).

Durante la pancreatitis, se da inicio entre otros eventos a una respuesta inflamatoria local y
sistémica. Como respuesta al dafo tisular pancreatico, los macréfagos activados liberan citocinas
inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a). Generalmente, son secretadas en forma transitoria y local
en respuesta a eslrés, infeccion o dafio tisular, actuando en forma paracrina o autocrina (Lowry SF
1993). Existe evidencia de que las citocinas inflamatorias juegan un pape! importante en la
exacerbacion de la pancreatitis aguda y en el desarroflo de su complicacion sistémica (Osman y
col. 1999). La importancia de las cilocinas en la pancreatilis aguda, se deriva de las siguientes
observaciones: niveles elevados de citocinas inflamatorias tanto en e! suero de pacientes con
pancrealitis aguda complicada como en animales de experimentacion con pancreatitis; y en el
hecho de que en modelos experimentales con pancreatitis aguda severa, al bloquear la accion de
estas citocinas se reduce las complicaciones sistémicas y por lo tanto mejora la tasa de sobrevida

(Schomerich J 1996).

El TNF-a que es una citocina pleiotropica, estimula la produccion de otras citocinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6 e IL-8 (Schomerich J 1996). Diversos grupos de investigacion han
demosirado el incremento de TNF-« tanlo en pacientes con pancreatitis como en diferentes
modelos experimentales, en los que han observado una correlacién positiva con la severidad de la
enfermedad (De Beaux y col. 1996, Exley y col. 1992). Se ha informado que en modelos
experimentales con pancreatitis aguda, el TNF- a se produce localmente y a distancia, y que la
produccion local precede a su elevacion sistémica (Norman y col. 1995). Por hibridacion in situ, se
ha demostrado en ratas con pancreatitis aguda una fuerte expresion de TNF- « en la region peri-

nuclear de la célula acinar (Fomela y col. 1994), y por otro lado Gukovskaya y col. (1997)




encontraron que acinis pancreéticos de rata con pancreatitis aguda y en los de ratas control, asi
como en acinis aislados tienen la capacidad de secretar, producir y responder a TNF- a. También
se han relacionados los niveles séricos de IL-6 ¢ con la severidad de la pancreatilis aguda, de tal
forma que se ha sugerido que su delerminacién en el suero de pacientes con pancreatitis aguda,
puede ser Gtil como marcador prondstico de la enfermedad (Osman y col. 1999, Tran y col. 1993).
La IL-8, potente quimioatrayente de neutréfilos, se ha enconlirado elevada en el suero de pacientes
con pancrealitis aguda, mostrando correlacion con el curso clinico de la enfermedad, lo que sugiere
que la IL-8 juega también un papel importante en la propagacion de la pancreatitis hacia la
respuesta inflamatoria sistémica (Osman y col. 1999). En modelos experimentales con pancrealitis,
se ha observado que los niveles séricos de IL-8 se encuentran incrementados (Osman y col. 1999)
y también se ha demostrado la expresién de IL-8 en acinis y ductos pancreaticos de conejos con
pancreatitis aguda necrosante (Exley y col. 1992), indicando una produccién local de esta citocina

en la pancreatitis experimental.

En pacientes con pancreatitis aguda grave, la sepsis y la falla orgénica mltiple, son las principales
causas de muerte. En estos enfermos y en modelos experimentales, el deterioro en la barrera
intestinal conduce a un incremento en la permeabilidad, de tal forma que tanto favorece la
traslocacion bacteriana asi como la de los fragmentos bacterianos, como es el caso del
lipopolisacarido (LPS), y de macromoléculas (Swank y col. 1996, Mann y col. 1994), por o tanto se
ha identificado al tracto gastrointestinal como una fuente importante de infeccién durante la
pancreatitis (Runkel y col. 1991). Por otra parte, Ammori y col. (1999) observaron un incremento
temprano en la permeabilidad intestinal de pacientes con pancrealitis aguda severa y que ademas
correlaciona con la endotoxemia, con la falla orgénica y la mortalidad. Beaux y col. (1996)
encontraron en el suero de pacientes con pancreatitis aguda necrosante niveles elevados de
endotoxina. La endotoxemia sistémica puede ejercer sus efectos al estimular a los granulocitos a
producir TNF-a € IL-1, y al activar esas citocinas, los macréfagos producen IL-6, como respuesta a
la fase aguda y continuar de esta manera amplificando la respuesta inflamatoria (Bhatia y col.

2000). Por ofra parte, en pacientes con pancrealitis aguda, los niveles elevados de endotoxina en




suero fuerér{ ésdclados a concentraciones elevadas de TNF-a e IL-6, que correlacionaron en forma
positiva con la severidad de la enfermedad (Suazo y col. 2000). Otros investigadores han sugerido
que la endotoxemia puede deteriorar los procesos de secrecidon exocrina de las células acinares

(Nonaka y col. 1989).

Tomando en cuenta los puntos arriba sefialados, se ha sugerido que cuando existe dafo
pancreético, el alcohol podria contribuir al dafio tisular y al incrementar la permeabilidad sensibilizar
a las células acinares que junto con la presencia de endotoxinas se podria acrecentar la respuesta

inflamatoria de las células linfaticas y pancreéticas, como lo ha sugerido Fortunato y col. (2000).
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Qbjetivo general

Estudiar en dos lineas celulares representativas del parénquima pancreatico exocrino el
efecto del alcohol, acetaldehldo y/o LPS en concentraciones de relevancia clinica a través
de la secrecién y expresion de cilocinas proinflamatorias y marcadores de dario celular, y si

el LPS es capaz de potenciar el efecto del alcohol y del acetaldehido.

Objetivo particular

Determinar la viabilidad en ambas lineas celulares después de someterlas por 6 h a la
exposicion a diferentes dosis de alcohol, acetaldehido y/o LPS.

Determinar la secrecion de amilasa, secrecion de TNF-o e IL-6 y expresion de TNF-a e IL-
6 asi como de la PAP | en células pancreaticas acinares en respuesta a la exposicion
aguda al alcohol, acetaldehido y/o LPS.

Determinar la secrecidn de anhidrasa carbodnica, secrecion y expresion de TNF-«, IL-6 e IL-
8 en células ductales pancresticas en respuesta a la exposicion aguda al alcohol,
acetaldehido y/o LPS

Estudiar en ambas lineas celulares, la presencia de estrés oxidativo por la exposicion
aguda al alcohol, acetaldehido y/o LPS a través de la lipoperoxidacion y niveles de

glutation.
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Hipétesis

Dos lineas celulares representativas del parénquima pancreatico exdcrino van a secretar y
expresar citocinas proinflamatorias y marcadores de daiio celular de manera diferencial
después de la exposicién aguda al alcohol, acetaldehido y/o LPS. Este tltimo es capaz de

potenciar el efeclo del alcohol y del acetaldehido.

La viabilidad de las dos lineas celulares va a ser alta después de exponerlas en forma

aguda al alcohol, acetaldehido y/o LPS.

Las células pancreaticas acinares van a disminuir la secrecion de amilasa e incrementar la
secrecion de TNF-a e IL-6 y la expresion de TNF-a, IL-6 y PAP-I después de la exposicién

aguda al alcohol, acetaldehido y/o LPS.

Las células pancredticas ductales van a disminuir la secrecion de anhidrasa carbonica e
incrementar la secrecion y expresion de TNF-a, IL-6 e IL-8 después de la exposicion aguda

al alcohol, acetaldehido y/o LPS,

Las dos lineas celulares van a presentar estrés oxidativo a través de un incremento en los

niveles de lipoperoxidaciéon y disminucién en el del glutation, después de la exposicién

aguda al alcohol, acelaldehido y/o LPS.
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Metodologia

Las lineas celulares AR42-J (pasaje 39) y CAPAN-1 (pasaje 18, ATCC, Rockville, MD) se
cultivaron en medio Dubelco modificado por Eagle y suplementado con 10% de suero fetal bovino
(BIOWITHAKER), 100 U/m! de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (GIBCO BRL). Las células
se maniuvieron en incubacion con 5% de bidxido de carbono y humedad a saturacion, en botellas
de cultivo celular (Costar). El medio de cultivo se cambi6 cada tercer dia y las células se

resembraron cada 5 dias.

2. Tratamiento aqudo de 6 horas
Las lineas celulares se sembraron en botellas de cultivo celular de 25 cm? de area y 24 h después
el medio se cambid por uno conteniendo una concentracion inical ya sea alcohol (ETOH) 35mM;
acetaldehido (AC) 50uM; lipopolisacérido (LPS) 1pg/ml; alcohol (ETOH) 35mM + lipopolisacérido
(LPS) 1ug/ml o acetaldehido (AC) 50uM + lipopolisacarido (LPS) 1pug/ml. Las botella fueron
cerradas de inmediato y selladas con cinta teflon. Es importante sefialar que en el caso de las
células Capan-1 y con el fin de no interferir con las mediciones de bicabonato en el medio, éste se
prepard como se menciond antes pero con la diferencia de que se utilizd como solucion
amortiguadora HEPES 25 mM en lugar de bicarbonato de sodio. Después de 6 h de exposicién con
los toxicos sefialados, las células fueron lavadas con PBS, raspadas con un gendarme de goma
para despegarlas de la botella y resuspendidas en PBS para la determinacion de glutation y
lipoperoxidacion. El medio fue separado, centrifugado y almacenado a —-70°C en alicuotas para la
determinacion de citocinas TNF-a humana, TNF-a de rata, IL-6 e IL-8 y de amilasa, en el caso de
las células AR42-J; para la determinacion de anhidrasa carbonica en las células Capan-1, el medio
se utilizé en fresco y se llevd inmediatamente al gasomelro para medir bicarbonato. En ambas
lineas celulares, después de las 6 h de tratamiento con ETOH (35 mM), AC (50uM), LPS (1 pg/ml),
ETOH (35mM) + LPS {1 pg/ml) y AC (50uM) + LPS (1 ng/ml), se realizo la extraccion del ARN total,

por la técnica de Chomczynski y Sacchi. En el caso de las células AR42-J, se midio la expresion
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‘del ARNm dé ia PAP-1Y TNF-a y B-Actina {control interno). Los resultados fueron expresados como
la relaclén enire la PAP-1 y B-Actina, y en el caso de TNF-a en pg/ul; con respecto a las células

Capan-j_, se riﬂldio la expresion det ARNm de TNF-«, IL-6 e IL-8 y los resultados fueron expresados

en pgﬁll.

Para evitar la evaporaciéon del alcohol y acetaldehido, los medios se prepararon en el momento

cada vez que fueron agregados al medio de cultivo.

3.- Células control
Cada condicion experimental tuvo su control, que fueron las células sembradas a la misma
densidad y que se mantuvieron bajo las mismas condiciones que las células tratadas con los

téxicos, pero sin la adicion de los mismos.

4.- Prugba de viabilidad
La de viabilidad se determind con la prueba de exclusién del azul de tripano al 0.4%. Las células se
sembraron en pozos de 35 mm de didmetro y se trataron con los diferentes téxicos a las
concentraciones antes sefialadas. Después de las 6 hr de tratamiento, las células se lavaron con
PBS y se trataron con tripsina-EDTA al 0.05%, después de recuperar las células fueron
resuspendidas en el medio y una allcuota fue diluida con una parte de azul de tripano y dos de
PBS y posteriormente se contaron con un hematocitémetro. Las ceélulas se consideraron viables
cuando no incorporaron el colorante, mientras que aquellas que tiferon el nuacleo fueron

consideradas no viables. El nimero total de células fue calculado de la siguiente manera:
# de células no tedtidas / 4 x 10 000 x factor de dilucion = # células / ml
5.- Determinaciones Enzimaticas

Con el fin de conocer la integridad celular, de manera paralela se realizé la determinacion en los

medios de cultivo de la amilasa en las células AR42-J y anhidrasa carbonica en células Capan-1.
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5.1 Delerminacitn de Amilasa
La determinacién de amilasa se realizé con el método colorimétrico enzimatico a-Amilasa EPS de
la casa comercial Boehringer Mennheim. Este método utiliza como substrato p-nitrofenol-a,D-
maltohetosido. El principio se fundamenta en la accion de la amilasa presente en la muestra sobre
el substrato, produciendo maltdsidos de cadenas mas pequefas unidas a p-nitrofenol, cuando éste
queda libre del maltésido produce un color amarillo que puede leerse en un espectofotometro a 405
nm. Se disuelve 1 tableta con 2 ml del amortiguador por muestra a temperatura ambiente, se
agrega 100 ul de la muestra problema y se incuba 4 min. Se lee la absorbancia a! minuto 4, 5,6 y
7. Se determina el cambio de extincion promedio por minuto y se multiplica por 7000, que es el

factor dado por la casa comercial. El resultado se expresa en mU x millon de células.

5.2 Determinacién de Anhidrasa Carbénica

La actividad de la anhidrasa carbénica se realizoé por medio dei gasémetro AVL OMNI. Una vez
terminado el tratamiento indicado en la seccién 3, el medio de cultivo es extraido por medio de una
jeringa, colocada en hielo y llevada de inmediato al gasometro (AVL OMNI) el cual midié el
bicarbonato como producto de la actividad de la anhidrasa carbénica. El gasémetro es calibrado
con los estandares marcados por la casa comercial y cumplida esta condicién, se inyecta la
muestra y se obtiene el resultado en mmol/L de bicarbonato. El resultado se expresa mmo! x millén

de células.

6.- Determinacién de glutation reducido (GSH)

Para la determinacion de GSH se utilizo [a técnica de Tietze ( Tietze 1969). El contenido de GSH
de la muestra se determind por accion de! reactivo de Ellman (5,5'-ditiobis-2-acido nitrobenzoico
{DTNB), que en presencia de grupos tioles (SH), da como resultado una coloracién amarilla. Con el
fin de precipitar proteinas, las celulas son fratadas con acido sulfosalicilico al 4% y se deja en

reposo toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, la muestra se centrifuga a 3000 rpm durante 10
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minutos; del sobrenadante se toman 100 ul y se le agrega 700 pl de una solucion buffer de fosfatos
y 50 ul de'DTNB, se agita y al cabo de 10 min se lee la absorbancia a 412 nm. La cuantificacién de
los grupos tioles se realiza en base a una curva estandar de GSH. Los resullados se expresan en

nmol de grupos SH por millén de células.

7.- Determinacién del grado de lipoperoxidacion

El grado de lipoperoxidacion se determiné mediante el método de Buege y Aust (Buege y col.
1978), el cual tiene su fundamento en la formaciéon de malondialdehido (MDA) en presencia de
&cido tiobarbitarico. Las células son resuspendidas en PBS de donde se separa una alicuota para
la determinacion de proteinas (método de Bradford). Al resto de la muestra se le adiciona 2 ml de
una solucion reactiva de acido tricloroacético al 15%, acido tiobarbiturico al 0.5% y acido clorhidrico
al 0.25 N. Las muestras se agitaron e incubaron en un baiio a ebullicién por 25 min. Al cabo de
este tiempo, las muestras son enfriadas en hielo y centrifugadas a 3000 rpm por 10 min. La
absorbancia del sobrenadante es leida a 535 nm. El coeficlente de extincién de 1.56 x 10° M™* em™
es utilizado para calcular la concentracion de MDA. Los resultados se expresan en nmol de MDA /

mg de proteina.

8.- Determinacion de cilocinas TNF-a de rata, TNF-a humana, IL.-6 e IL-8

En los medios de cultivo se determinaron por ELISA la secrecion de las siguientes citocinas: TNF-
a humana, TNF-a de rata, IL-6 e IL-8 con los equipos Quantikine Human y Quantikine Murine de
R&D Systems. La técnica tiene su fundamento en que un anticuerpo monoclonal especifico para
cada una de las citocinas a determinar esta cubriendo ios pozos de las placas correspondientes,
las muestras y estdndares son pipeteados en el pozo correspondiente. Estos se unen al anticuerpo
inmovilizado en el pozo, y las proteinas no unidas se desechan con varias lavadas; después se
agrega a cada pozo un anticuerpo policlonal especifico para cada una de las citocinas unido a una
enzima. El color desarroliado y la intensidad del mismo se lee en un lector de microplaca a 450 nm

con filtro de referencia a 540 nm. Los resultados se expresan en pg / millén de células.
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9.- Extraccion de ARN total
Se utilizo la técnica de Chomczynski (1987) para la extraccidn del ARN tfotal. Después de!
tratamiento con cada uno de los toxicos, las células son lavadas dos veces con PBS,
posteriormente se les agrega 1 ml de solucién desnaturalizante, se homogenizan y se colocan en
tubos de 1.5 ml, después se les agrega acetato de sodio 2 M pH 4.8, feno! saturado caliente, a
continuacion se les agrega cloroformo-alcohol isaamilico (25:1) después de la adicion de cada
reactivo se agitan vigorosamente. Se incuban 10 min a 4°C, despueés se centrifugan a 14,000 rpm
durante 5§ minutos a 4°C, |a fase superior acuosa es separada y transferida a otro tubo de 1.5 ml,
al cual se le adiciona NaCl 4 M y etanol frio al 85%. Se precipita toda la noche, y posteriormente es
centrifugada 30 min a 4°C a 14,000 rpm, se desecha el sobrenadante y el boton es resuspendido
en 20 ul de agua dietil pirocarbonato (DEPC). Para la cuantificacion del ARN, el botén es diluido
1:250 con agua DEPC, enseguida se lee la densidad dptica en un espectofotémetro marca
Beckman DU 65 a una longitud de onda de 260 y 280; la concentracion total se calcula de la

siguiente manera:

Concentracion = Abs 5o X 250 x 0.04 = pg/pl.

10.- Reaccién de la Transcriptasa Reversa
La reaccion de la transcriptasa reversa (RT) seguida de la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) realizada en ARN de las células Capan-1 humanas se utilizé como contro! interno
poliespecifico el plasmido pQA-1 que contiene las secuencias de los genes de inlerés. La reaccion
de la RT se realizé6 con mezclas del ARN tolal obtenido de tas células y con el ARN estandar del
plasmido pQA-1. Se utitizaron 2 pl del ARN total celular, que fueron desnaturalizados 5 min a 70°C
y colocados inmediatamente en hielo. Después se les agregd 100 ng del oligonucledtido iniciador
(Oligo d(T)), 50 U de transcriptasa reversa del virus de la Leucemia Murina Moloney (Gibco-BRL) y

0.5 M de cada uno de las 4 deoxinucledtidos trifosfato (GIBCO-BRL) para obtener un volumen final
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de 20 pl. La reaccién se Ilevé' a cabo dug’ante 6’07min a 42°C seguida de § min a 95°C en un
termociclador (Perkin-Elmer Co. Norw_alk, CT, EUA). Ademas, para la RT-PCR cuantitativa que se
realizé para la expresion de citocinas, se cuantificé la B,- microglobulina como un gen estructural

en todos los ARN celulares,

11.- Reaccién en cadena de la polimerasa.

El ADNc fue mezclado con 30 pM de cada uno de los iniciadores sentido y antisentido de cada una
de las citocinas, 0.5 M de deoxinucledtidos trifosfato y 2 U de Taq ADN polimerasa (Perkin-Elmer).
Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo a 94°C por 5 min, §7°C por 1 min y
72°C por 1 min, seguido de 35 ciclos (94°C por 1 min, 57°C por 1 min y 72°C por 5 min), y al final
un ciclo de 72°C por 10 min, el proceso se llevd a cabo en un termociclador marca Perkin Eimer.
Una alicuota de la RT-PCR se somelio a electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% y visualizado
por tincién con bromuro de etidio. Una RT-PCR semicuantitativa se realizé en las células AR42-J
utilizando iniciadores especificos para PAP-1 y B-Actina que fue utilizada como control interno, por
lo que los resultados se expresaron como pixeles y para la expresion de las citocinas tanlo en
células AR42-J como en Ias Capan-1, se realizé una RT-PCR cuantitativa por lo que los resullados
se expresaron como pg/ul.

Los iniciadores ulilizados para la expresion de citocinas humanas fueron los siguientes:

TNF-a sentido 5 ACAAGCCTGTAGCCCATGTT 3'

antisentido 5' AAAGTAGACCTGCCCAGACT 3

IL-6 sentido §' TCAATGAGGAGACTTGCCTG 3'
antisentido 5' GATTGAGTTGTCCATGTCCTGC 3’

iL-8 sentido 5 TTGCAGCCTTCCTGATT -3'-
antisentido 5' AACTTCTCCACAACCCTCTG 3'
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Los iniciadores utilizados para la expresién de la PAP-1, B-Actina y TNF-a de rata fueron los

sigulentes:

p-Actina sentido 5' TGGTGGGTATGGGTCAGAAGG 3’

antisentido 5' ATCCTGTCAGCGATGCCTGGG 3'

PAP | sentido 5' GAAGACTCTCCGAAGAAAATACCC 3'
antisentido 5' ACCTGTAAATTTGCAGACGTAGGG 3'

TNF-a sentido 5° CTCTGGCCCAGGCAGTCAGA 3'

antisentido 5' GGCGTTTTGGGAAGGTTGGAT 3'

12.- Andlisis Estadistico
El analisis se realizdé con el paquete estadistico SPSS version 8. Los resultados se encuentran
expresados como medianas y fueron analizados con la prueba de rangos sefalados no

paramétrica de Wilcoxon. Se consideré un valor significativo aquel que mostrara una p<0.05.




Resultados
AR42-J
Las células fueron tratadas durante 6 h con los siguientes toxicos: ETOH (35 mM), AC (50uM), LPS

(1 ng/ml), ETOH (35 mM) + LPS (1 ug/ml) y AC (60uM) + LPS (1 pg/ml).

Las células tratadas con los diferentes toxicos mostraron una viabilidad de alrededor del 90%

determinada por Ja prueba de exclusién con Azul de Tripano, como se observa en la tabla 1.

Los niveles de amilasa secretados por las células durante el tratamiento con los téxicos, se
encontraron por debajo de las células control y la diferencia fue significativa con los tratamientos
con ETOH, AC y LPS. Los tratamientos combinados no mostraron potenciacién en los niveles de

amilasa (tabla 1).

Los niveles de GSH obtenidos en los tratamientos con ETOH, AC y LPS mostraron valores
disminuldos en un 10%, 17% y 16% respectivamente con respecto a las células control,
alcanzando slgnlﬂcgnq(a‘eslédisllca en los tratamientos con AC y LPS. Los tratamientos
combinadés covh LPS, mosl;ar;m vélcres alrededor de! presentado por los controles (12.7 y 14.2

nmol/L. x millén de células) (tabla 1).

Al determinar el grado de lipoperoxidacién encontramos que los valores obtenidos de MDA
mostraron niveles iguales o ligeramente incrementados al mostrado por las células control, y sélo
en el caso del tratamiento con ETOH+LPS observamos un incremento del 32%, mostrando una

diferencia estadislicamente significativa (tabla 1).

Secrecién de TNF-ae IL-6

Las células AR42-J secretan TNF-a en condiciones basales. Cuando los cultivos se lrataron con
ETOH, AC y LPS mostraron una tendencia a incrementar en 1.9, 1.4 y 1.6 veces |a secrecion de

TNF-a con respeclo al de las células control. Sin embargo, estos valores no presentaron diferencia
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estadisticamente significativa. En los tratamientos con ETOH+LPS y AC%LPS. los niveles de TNF-
« secretados se encontraron cercanos a los mostrados por las células control (865y 911 y 838 pg

x millén de células respectivamente) como se observa en la tabla 2 y grafica 1.

Las células no secretaron IL-6 de manera basal ni tampoco se vio inducida por los diferentes

tratamientos (iabla 2).

Expresién del ARN mensajero de la PAP |y TNF-a

Las células sin tratamiento presentaron de manera basal el ARNm de la PAP-1, Se observd un
ligero Incremento de la expresién de la PAP-| en las células tratadas con ETOH y AC (1.4y 1.5
veces respectivamente), sin llegar a presentar una diferencia estadisticamente significativa. En el
caso del tratamiento con LPS, se encontrd6 un incremento estadisticamente significativo al
compararlo con las células control. Cuando las células se trataron con ETOH y AC en combinacién
con €l LPS, la expresion del mensajero de la PAP | mostrd una tendencia a disminuir alcanzando

valores cercanos al control. (tabla 3 y grafica 2)

En cuanto a la expresion del ARNm de TNF-a, las células io presentaron de manera basal. Las
células tratadas con ETOH y AC presentaron un incremento de 4 veces en la expresion del ARNm
TNF-a y de 2 veces en las células tratadas con LPS con respecto a las células control. Mientras
que en el tratamiento con ETOH+LPS, la expresion de TNF-a disminuy6é por debajo del valor
presentado por las células control y en el tratamiento con AC+LPS et incremento fue de 2 veces
mayor a lo mostrado por las células control pero sin llegar a mostrar diferencia significativa. (tabla 3

y gréfica 3)
Capan-1

Las células Capan-1 también se sometieron a los mismos tratamientos con los toxicos con los que

fueron tratadas las células AR42-J.
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La viabilidad mosirada por’las células con los diferentes tratamientos fue superior al 90%

determinado por azul de tripano (tabla 4).

Los niveles cuantificados de bicarbonato como producto de a actividad de la anhidrasa carbénica
no sufrieron cambios como resultado de los tratamientos, presentando valores semejantes a los

mostrados por las células contro! (tabla 4).

El nivel de GSH en los tratamientos con ETOH y AC+LPS fue muy semejante al mostrado por las
células control (12.8nmol/L. y 12.5nmol/L, respectivamente); en los casos de los tratamientos con
LPS y ETOH+LPS el incremento fue de 1.1 y 1.3 veces mas que el de las células control; y solo en
el caso del tratamiento con AC, el nivel se encontré disminuido en un 13% con respecto al valor
mostrado por las células control (p=0.06 Wiicoxon). Con ninguno de los tratamientos se observd

una diferencia estadisticamente significativa. (tabla 4)

Los niveles de MDA en los tratamientos con ETOH, AC y LPS estuvieron ligeramente disminuidos
con respecto a las células control (2.7 nmol/mg de proteina, 2.5 nmol MDAI/mg de proteina y 2.9
nmol MDA/mg de proteina respectivamente vs. 3.2 nmol MDA/mg de proteina). en el caso de los
tratamientos combinados (ETOH+LPS y AC+LPS) los niveles se incrementaron ligeramente con
respecto a lo mostrado por las células control (tabla 4). No se observo una diferencia

estadislicamente significativa con algun tratamiento.

Secrecion de TNF-a, IL-6 e IL-8

En cuanto a la secrecion de citocinas por células Capan-1 tratadas con los diferentes téxicos, no se
encontré diferencia significativa entre los valores, Unicamente se presentaron algunas tendencias.
Las células Capan-1 presentaron una secrecion basal de TNF-a y cuando fueron tratadas con
ETOH, AC y LPS, los niveles aumentaron 1.6, 2 y 2.1 veces con respecto a las células control. Sin
embargo cuando se hicieron las combinaciones de ETOH+LPS y AC+LPS, los niveles

disminuyeron a los valores presentados por las células sin tratamiento (tabla 2 y grafica 4).
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En relacién con Ia.secrecléh' de IL-6, en ningun caso se encontré diferencia estadisticamente

significativa.

Con respecto a IL-8, las células mostraron capacidad de secretarla a concentraciones
nanomolares, y con los tratamientos se observé una tendencia a disminuir pero siempre con
valores alrededor del presentado por las células control y sin diferencia estadistica. (tabla 2 y

grafica 6)

Expresion del ARN mensajero de TNF-a, IL-6 e IL.-8
Las células control expresaron de manera basal el ARNm de TNF-a. Los tratamientos con ETOH y
AC no modificaron 1a expresion de TNF-a, mostrando valores semejantes a las células contral. El
tratamiento con LPS incrementd en 2 veces la expresion de TNF-a comparado con las células
control. Cuando el tratamiento con ETOH se combiné con LPS, la expresion fue muy parecida a la
que presentaron las células control; en el caso del tratamiento con AC+LPS se observé una
tendencia a disminuir en un 50% con respecto a lo mostrado por las células control. Sin embargo,

ningun tratamiento tuvo cambios con significacia estadistica (tabla 5 y grafico 7).

En el caso de la expresion del ARNm de IL-6, las células control presentaron un valor basal mayor
al presentado por las células tratadas con los téxicos. La disminucion fue mas evidente en el caso
de las células tratadas con ETOH, AC y LPS. Pero en ningun tratamiento, ni independiente ni

combinado, alcanzé significancia esladistica (tabla 5 y grafico 8).

En cuanto a la expresion del ARNm de IL-8, las células tratadas con ETOH y AC la expresion fue
50% menor a la presentada por las célutas control. La expresion de IL-8 en las células tratadas con
LPS fue igual al de las células control y cuando las células fueron tratadas con ETOH+LPS, ia
expresion de esta citocina tendié a incrementarse 2 veces mas con respeclo a las células control; y
cuando fueron tratadas con AC+LPS, la expresion disminuyé con respecto a las células control.

Ningun tratamiento mostro diferencia estadisticamente significativa (tabla 5y grafica 9).
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Tabla1

Actividad de la Amilasa y contenido de Glutation reducido y Malondialdehido en células AR42-J

n Control Etanol Acetaldehido LPS Etanol+LPS Acetaldehido+LPS
e 91 94 90 90 95 9%
Viabilidad (%) 3 (81-100) (87-98) (79-95) (75-97) (89-100) (75-97)
. . 24 22" 23 22" 25 26
Amilasa (mU) 12 (0.78-6.9) (0.72:6.2) (0.85—5.7) (0.8-6.8) (1.3-4.2) (1.447)
GSH ; 122 109" 10.1° 10.2° 127 142
(nmoliL)* (10.2-17.2) (9.4-14) (7.9-12.2) (8.8-16.4) (6.6-21.1) (6.7-22.0)
MDA s 265 29 2.9 35 as 33
(nmol/mg prot) (1.9-5.6) (2.2-4.3) (2.2-5.9) (2.5-5.0) (2.3-5.9) (2.0-5.4)
*En 1x 10° células’ "P<.05; P** =0.063

Las células fueron tratadas durante 6 horas con Etano! (35 mM), Acetaldehido (50 pM) o Lipopolisacarido (1 pg/m), Etanol (35 mM) més Lipopolisacarido (1
ug/ml) o Acetaldehido (50 M) mas Lipopolisacarido (1 ug/ml); terminado e! tiempo de incubacion se procedio a realizar fas determinaciones sefnaladas en la

seccion de material y métodos. Los datos se encuentran expresados en medianas. Abreviaturas: GSH= glutation reducido; MDA= malondialdehido; LPS=
lipopolisacarido

(]
(S



£e

Tabla 2

Secrecidn de Citocinas

ARG2-J T
n Control Etanol Acetaldehido Lipopolisacarido Etanol+LPS Acetaldehidmws
- 836 1635° 1878 1350° 865 BT ;
TNF‘# 4 (696-884) (1444-2711) (773-1448) (1112-2013) (854-872) «_"(7349’1'{.3) L
e 3 ) 0 0 ) ) T
Capan-1 Seiw i o
- 906 1284 7865 1902 1039 “es3
TNF-o 3 (560-1662) (961-2500) (1399-1886) (1317-3471) (947-1068) (e31-1011)°
e ) 39 % 51 B 2 TH
(29-80) (32:61) (25-70) (31-70) (17-56) (34-72)
e ) 4526 3465 a7 3560 3535 377
(3302:5711) (2788-4686) | (3389-4762) (3306-4549) (2966-5053) (3315-5037)

*pg x millén de células; *P=0.068 Wilcoxon

Las células AR42-J y Capan-1 fueron tratadas durante 6 horas con Etanol (35mM), Acetaldehido (50uM), Lipopolisacédrido (1 ug/ml) o las
combinaciones de Etanol (35mM) mas Lipopolisacérido (1 ug/ml) o Acetaldehido (50uM) mas Lipopolisacarido (1 ug/mi); a! finalizar el tiempo de
incubacion se procedid a realizar las determinaciones de las citocinas TNF-a e IL-6 para rata en células AR42-J y de TNF-q, IL-6 € IL-8 humanas para
las células Capan-1 en los sobrenadantes celulares, como se sefiala en la seccién de material y métodos. Los datos se encuentran expresados en
medianas. Abreviaturas: LPS= lipopolisacarido; TNF-o = Factor de necrosis tumoral alfa; iL-6 = Interleucina 6; IL-8 = Interleucina 8.



Tabla 3

Expresion del ARNm de PAP-l y TNF-a en la linea celular AR42-J

n | Control Etanol Acetaldehido Lipopolisacérido Etanol+LPS Acetaldehido+LPS
PAP/B-Actina 5 0.61 0.83 0.7 1.08° 0.93 0.94
(pixeles) (0.5-2.2) (0.5-1.8) {0.5-3.3) (0.5-3.8) (0.7-2.1) (0.6-3.3)
TNF-a 5 1.46 5.85 5.85 292 0.73 2.92
(pgful) (1.4-5.5) (2.9-11.7) (1.4-5.8) (0.7-5.85) (0.3-11.7) 0.7-11.7)

*P=<0.05 Wilcoxon :

Las células fueron tratadas durante 6 horas con Etancl (35 mM), Acetaldehido (50uM), Lipopolisacérido (1 pg/ml), Etanol {35 mM) mas
Lipopolisacérido (1 ug/ml) o Acetaldehido (50pM) mas Lipopolisacarido {1 ug/ml), terminado el tratamiento se procedié a extraer el ARN total segin
la técnica de Chomczyynski y Sacchi y por RT-PCR se midié de manera semicuantitativa la expresién det ARNm con iniciadores especificos para
PAP |, B-Actina y TNF-a

2%




Tabla 4
Actividad de la Anhidrasa Carbdnica y contenido de Glutation reducido y Malondialdehido en células Capan-1

n Control Etanol Acetaldehido LPS Etanol + LPS Acetaldehido+LPS
o 92 92 91 93 91 94
Viabilidad (%) | 7 (87-96) (88-98) (83-96) (83-99) (88-97) (90-98)
é::‘l;%’naiz: 7 11.8 1.9 18 1.9 15 118
' patoT (11.1-126) | (104-12.9) (11.0-12.4) (11.3-12.6) (11.1-12.2) (11.4-12.3)
=] GsH " 123 128 108 141 16 125
SO (nmolLy* (9.4-30.8) (8.4-22.8) (5.3-24.7) {10.9-32.9) (14.3-26.5) (11.6.23.3)
= MDA . 32 27 25 29 35 34
5o =l | (nmobmg de proty (27-4.8) (1.4-5.2) (2545) (1.8:5.0) (1.6-4.2) (1.6-4.2)

*1 x 10° células; *P=0.06 (Wilcoxon)
Las células fueron tratadas durante 6 horas con Etanol (35 mM), Acetaldehido (50 uM) o Lipopolisacdrido (1 pg/ml) o las combinaciones de Etanol (35 mM)

. ¢ .| ~més Lipopolisacarido (1 pg/ml) o Acetaldehido (50 pM) mas Lipopolisacarido (1 ug/ml); terminado dicho tratamiento se procedié a realizar las
< determinaciones sefaladas en la seccién de material y métodos. Los datos se encuentran expresados en medianas. Abreviaturas: LPS= lipopolisacarido;

GSH= glutatién reducido; MDA= Malondialdehido
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Tabla§

Expresion del ARNm de TNF-q, IL-6 e IL-8 en la linea celular Capan--1

Control Etanol Acetaldehido Lipopolisacarido Etanol+LPS Acetaldehido+LPS
TNF-a 292 292 2.92 5.85 2.92 1.46
(pg/u) (5.8-1.4) (1.4-2.9) (2.9-5.8) (2.9-11.7) (2.9-1.4) (0.7-2.92)
IL-6 146 0.18 0.04 0.09 0.36 0.35
(pg/u) (0.09-2.9) (0.09-0.18) {0.01-0.09) (0.04-0.73) {0.04-0.73) {0.04-0.73)
iL-8 292 146 1.46 292 5.85 073
(pg/ul) (0) (1.46-2.92) (0.36-2.92) (1.46-5.85) (2.92-5.85) {0.36-2.92)

Las células fueron tratadas durante 6 horas con Etano! (35 mM), Acetaldehido (50uM), Lipopolisacaride {3 pg/ml), Etanol (35 mM) mas
Lipopolisacarido (1 pg/ml) o Acetaldehido (50pM) mas Lipopolisacarido {1 pg/ml), terminado el tratamiento se procedié a extraer el ARN total
segun la técnica de Chomezyynski y Sacchi y por RT-PCR se midid la expresién de! ARNm con iniciadores especificos para TNF-a, IL-6 e IL-8
humanos. Los datos se encuentran expresados en medianas. Abreviaturas: TNF-a = Factor de necrosis tumoral alfa; IL-6 = Interleucina 6; IL-8
= Interleucina 8; RT-PCR = Reaccidn en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa; LPS = lipopolisacarido.



AR42-J
4000

20004

=

TNF- o {pg x millén de células)

Ct ETOH AC LPS ETOH+LPS AC+LPS

Gréfica 1. Secrecion de TNF-a por las células AR42-J después de 6 horas de tratamiento con
ETOH (35 mM), AC (50 uM), LPS (1 pg/ml), ETOH (35 mM) +LPS {1 pg/ml) y AC (50 uM) +
LPS (1 pg/ml). Abreviatura: Ci= control; ETOH= etanol; AC= acetaldehido; LPS=
lipopolisacarido;ETOH+LPS= etanol+lipopolisacéarido; AC+LPS= acetaldehido+lipopolisacarido:;
TNF-a= Factor de necrosis tumoral alfa. Los experimenios se realizaron 4 veces de manera
Independiente y por duplicado.
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PAP-1/ B-Actina(pixeles)
N
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Ct ETOH AC LPS ETOH+LPS ACH.PS

Gréafica 2.- Expresion del ARNm de la PAP-1 en las células AR42-! después de 6 h de
tratamiento con ETOH (35 mM), AC (50 uM), LPS (1 pg/ml), ETOH (35 mM) +LPS (1 ug/mi) y
AC (50 uM) + LPS (1 pg/ml). Los experimentos fueron realizados 5 veces. Abreviatura: Ct=
conlrol; ETOH= etanol; AC= acetaldehido; LPS= lipopolisacarido; ETOH+LPS=
etanol+lipopolisacarido; AC+LPS= acetaldehido+lipopolisacarido; PAP-1= Proteina Asociada a
Ia pancrealtitis 1.
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Grafico 3.- Expresion del ARNm de TNF-a en las células AR42-J después de 6 h de
tratamiento con ETOH (35 mM), AC (S0 uM), LPS (1 pg/ml), ETOH (35 mM) +LPS (1 pg/ml) y
AC (50 uM) + LPS (1 pg/ml). Los experimentos se realizaron 5 veces. Abreviatura: Ct= control;
ETOH= etanol; AC= acetaldehido; LPS= lipopolisacarido; ETOH+LPS=etanol+lipopolisacarido;
AC+LPS= acetaldehido+lipopolisacarido; TNF-a= Factor de necrosis tumora atfa,
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Grafica 4.- Secrecién de TNF-« por las células Capan-1 después de 6 horas de (ratamienio con
ETOH (35 mM), AC (50 uM), LPS (1 pg/ml), ETOR (35 mM) +LPS (1 pg/ml) y AC (50 uM) +
LPS (1 pg/ml). Los experimenlos se realizaron 4 veces de manera independiente y por
duplicado. Abreviaturas: Ct=control; ETOH=etanol; AC=acetaldehido; LPS= lipopolisacarido;
ETOH+LPS = etanol mas lipopolisacarido; AC+LPS = acelaldehido mas lipopolisacarido; TNF-
a= Factor de necrosis tumoral alfa.
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Grafica 5. Efecto en la secrecién de IL-6 en las células Capan-1 después de 6 horas de
tratamienlo con ETOH (35 mM), AC (50 uM), LPS (1 pg/ml), ETOH (35 mM) +LPS (1 ug/ml) y
AC (50 uM) + LPS (1 ug/ml}). Los experimentos se realizaron 4 veces y cada uno por
duplicado;. Abreviaturas: Cl=control; ETOH=etanol; AC=acelaldehido; LPS= lipopolisacéarido;
ETOH+LPS = etanol mas lipopolisacarido; AC+LPS = acetaldehido mas lipopolisacarido; IL-6=
Interteucina 6
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IL -8 (pg x mitlén de células)

ct OH AC LPS ETOHHPS ACHPS

Grafica 6. Efecto de [a secrecion de IL-8 en las células Capan-1 después de 6 horas de
tratamiento con ETOH (35 mM), AC (50 uM), LPS (1 pg/m!), ETOH (35 mM) +LPS (1 ng/mt) y
AC (50 uM) + LPS (1 ug/ml). Los experimentos se realizaron 4 veces y cada uno por duplicado.
Abreviaturas: Ct=control; ETOH=etanol; AC=acetaldehido; LPS= lipopolisacarido; ETOH+LPS
= gtanol mas lipopolisacarido; AC+LPS = acetaldehido mas lipopolisacérido; IL-8= Inlerleucina
8.
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Grafico 7.- Expresion det ARNm de TNF-u en las células Capan-1 después de 6 h de
tratamiento con ETOH (35 mM), AC (50 uM), LPS (1 pg/ml), ETOH (35 mM) +LPS (1 pg/ml) y
AC (50 uM) + LPS (1 ug/ml). Los experimentos se realizaron por duplicado de manera
independiente 3 veces Abreviaturas: Ct=controf; ETOH=etanol; AC=ace!aldehido; LPS=
lipopolisacarido; ETOH+LPS = etanol mas lipopolisacarido, AC+LPS = acetaldehido mas
lipopolisacarido; TNF-a= Factor de necrosis tumoral alfa.
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Gréfico 8.- Expresion del ARNm de IL-6 en las células Capan-1 después de 6 h de tratamiento
con ETOH (35 mM), AC (50 uM), LPS (1 ug/mt), ETOH (35 mM) +LPS (1 pg/ml) y AC (50 uM) +
LPS (1 pg/ml). Los experimentos se realizaron por duplicado 3 veces. Abreviaturas: Ct=control;

ETOH=etanol; AC=acetaldehido; LPS= lipopolisacarido; ETOH+LPS = etanol
lipopolisacarido; AC+LPS = acetaldehido mas lipopolisacarido; IL-6= Inlerleucina 6
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Gréafico 9.- Expresion del ARNm de IL-8 en las células Capan-1 después de 6 h de tratamiento
con etanol 35 mM (ETOH), acetaldehido 50 uM (AC), lipopolisacérido 1 ug/ml (LPS), etanol 35
mM + lipopolisacarido 1 pug/ml (ETOH+LPS) y acetaldehido 50 uM + lipopolisacarido {1 pg/mt)
(AC+LPS). Los experimentos se realizaron 3 veces por duplicado. Abreviatura: Ct= control;
ETOH=etanol; AC=acetaldehido; LPS= lipopolisacarido; ETOH+LPS= etanol mas
lipopolisacarido; AC+LPS = acetaldehido mas lipopolisacarido; IL-8= Interleucina 8.
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Discusién

En el presente es@hdio. utilizamos dos lineas celulares que representan al pancreas exocrino como
" las células acinares (AR42-J) y las células ductales (Capan-1) como modelo para evaluar el efecto
directb del alcohol, acetaldehido y/o lipopolisacarido en la secrecién y expresion de citocinas pro-
inflamatorias y algunos marcadores de daiio celular. Este modelo, nos permitio eliminar los efectos
hormonales y nutricionales, ademas de todos los mecanismos de homeostasis que nos presenta

un modelo in vivo.

Dado que el objetivo consistié en evaluar el efecto téxico de cada uno de los productos probados,
se considerd importante que las células presentaran una viabilidad alla en presencia de los
agentes toxicos. Ademas, se consideré importante que las concentraciones utilizadas tuvieran
relevancia clinica. En base a lo anlerior, se considerd utilizar alcohol 35 mM, concentracion
utilizada por otros investigadores (Lu y col. 2002), la cual representa el valor encontrado en sangre
de bebedores moderados (Haber y col. 1991, Mandrekar y col. 1998). En el caso del AC, la
concentracion utilizada fue de 50 uM, valor medio de lo reportado en el suero de individuos sanos
sometidos a pruebas de ingestién moderada de alcohol, cuyo rango varia de 10 puM - 100 M
(Stowell y col. 1980) y en algunos casos en sujetos con abuso de alcohol, los valores plasmaticos
alcanzan una concentracion de 525 uM (Watanabe y col. 1985). Por otro lado, He Z y col. (2001)
reportaron que con valores de AC de entre 30 uM y 40 puM en tejido pancreatico de rata, las
células acinares presentaron una disminucion de los granulas de zimégeno junto con fa formacién
de vacuolas intra citoplasmaticas. La concentracion de LPS, se basd en la utilizada en diversos
articulos, tanto en lineas celulares pancreaticas, como es el caso de las células Capan-1 y Capan-
2 (Blanchard y col. 2000), como en células mononucleares y monocilos (Mandrekar y col. 1999).
Las concentraciones reportadas van de 0.1 hasta 20 pug/ml. En las células AR42-J se observa
respuesta celular a concentraciones de LPS que van de 1 ng/ml hasta 100 ug/ml (Vaaccaro y col.
2000). Asi, la concentracion escogida en el presente estudio fue de 1 pg/ml. Se veriflico la

viabilidad celular con las concentraciones elegidas encontrando que tanto la linea celular Capan-1
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como las AR42-J mostraron una viabllidad alrededor del 90% cuando se trataron con los téxicos en

forma individual y combinada.

El tiempo de tratamiento fue de 6 h, tiempo que se considerd adecuado para conocer la respuesta
aguda de la célula a los toxicos. Existen estudios experimentales, con lineas celulares o con cullivo
de acinis primarios, en los que se ha observado que a las 6 h se inicia la respuesta celular siendo
en algunos casos, la respuesta maxima en este tiempo. Por ejemplo, la expresion de proteinas de
fase aguda (Vaccaro y col. 2000), de citocinas (Norman y col. 1997), de factores de transcripcion
(Hietaranta y col. 2001), de secrecibn de enzimas pancreédticas (Denham y col. 1998) o e!
incremento del dafio oxidativo como en el caso del modelo experimental de pancreatitis aguda en

ratas usando taurocolato de sodio (Kruse y col. 2001), se manifiestan a este tiempo.

Se ha encontrado que pacientes con pancreatitis aguda sufren de endotoxemia y que el nivel de
endotoxina correlaciona con la severidad de la enfermedad (Beaux y col. 1996). Se considera que
el alcohol podria favorecer la traslocacion bacleriana alterando la permeabilidad del tracto
gastrointesitnal (Robles Diaz y col. 1997, Fortunato y col. 2000). Debido a lo anteriormente
expuesto, nosotros decidimos exponer a las células al ETOH, AC y LPS en forma independiente y

combinada.

Se ha reportado que las lineas celulares pierden la capacidad de oxidar el alcohol (Le Petit-
Thevenin y col. 1998). Por lo tanto, los resultados obtenidos con estos tratamientos son producto

del efecto per se del ETOH, y/o AC sobre 1as lineas celulares.

En las células de origen acinar, AR42-J, al medir en los sobrenadantes celulares la secrecion de
amilasa, observamos que hubo una disminucién significativa en la secrecidon con ETOH, AC, LPS
y ETOH+LPS, datos que nos hablarian de compromiso en la integridad funcional de la célula a
pesar de presentar una alta viabilidad celuar. En las células de origen ductal Capan-1, |a actividad

de la anhidrasa carbonica no mostré algin cambio con los tratamientos. Estos resultados nos
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indican que las concentraciones utilizadas no afectaron de manera importante la funcionalidad

celular,

En cuanto a los marcadores de daio celular que nos indican alteraciones en el nivel oxidativo de
las células, observamos que en el caso de las células AR42-J, el GSH disminuyé significativamente
con los tratamientos con AC y LPS y so6lo mostré una tendencia (p = 0.063) a disminuir con alcohol.
Los valores del dafio lipoperoxidativo, determinado por generacién de MDA, muestran que sélo en
el tratamiento con ETOH+LPS se observa un incremento significativo del parametro, lo que nos
hablaria de que no existe generacién de radicales libres. Considerando que no hubo metabolismo
celular del alcohol, estos resultados son consecuencia del efecto directo y por si mismo del ETOH,
AC, LPS y ETOH+LPS. Se ha reportado que en los acinis pancreaticos, los niveles disminuidos de
GSH podrian interferir en los procesos de secrecion y que por lo tanto el GSH juega un papel
importante en el bloqueo de la secrecién celular de enzimas observada al inicio de la pancreatitis
aguda (Yu y col. 2002). Por otra parte, cuando en forma normal la célula produce radicales libres a
nivel mitocondrial, la célula cuenta con sistemas antioxidantes capaces de contrarrestarlos y, adn si
existiera otro tipo de radicales libres, estos mismos sistemas entrarian en accién ya que la célula

durante los tratamientos mantuvo un alto nivel de viabilidad.

Los resultados obtenidos en la secrecion de amilasa por las células AR42-J, probablemente se
relacionen con un proceso alterado en la secrecién de proteinas de la célula acinar debido al dafo
producido por el toxico. La disminucién en los niveles de GSH indica que la capacidad proteclora
de la célula estd abatida a ltas 6 h de tratamiento. Sin embargo, es importante sefalar que el
pancreas humano después del higado, rifidn e intestino delgado es el organo que tiene la cuarta
concentracion mas alta de GSH (Neuschwander-Tetri y col. 1997, Walling MA 1998) y que también
es capaz de sintetizar GSH (Neuschwander-Tetri y col. 1997). En particular, este mismo grupo
observé que en los acinis pancreéticos, las enzimas claves en la sintesis de GSH son capaces de
responder en forma dinamica a condiciones paloldgicas, sugiriendo que el GSH tiene una funcion

protectora (Neushawander-Tetri y col. 1997). También es de llamar la atencion, que !a linea celular
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mas sensible a los téxicos fueron las células acinares. La principal funclbn de las células acinares
es la sinlesis y secrecion de enzimas digestivas. Este proceso requiere la formacion de enlaces
disulfuro para la formacion de las nuevas proteinas, por lo tanto se requiere del transporte continuo
de GSH al reticulo endoplasmico para establecer el ambiente redox apropiado para la formacién de
los enlaces disulfuro (Hwang y col. 1992). Los resultados obtenidos en nuestro estudio, es decir,
niveles disminuidos de amilasa y GSH, podrian ser explicados por este proceso.

£n cuanto a las célutas Capan-1, sélo el tratamiento con AC mostré una tendencia a disminuir el
nivel de GSH, pero los niveles de MDA se mostraron bajos, es decir, tampoco hubo generacion de
radicales libres, datos que apoyarian que bajo el disefio experimental del presente trabajo, las

células Capan-1 no sufrieron dafio.

En cuanto a la expresion de la PAP-1 en las células acinares, se observa que en los tratamienlos
con ETOH y AC los valores se encontraron muy cercanos a los presentados por las células control,
y solo en el caso del LPS se observéd un incremento que alcanzé significancia estadistica. lovanna
y col (1991) encontraron que el consumo crénico de alcohol en ratas indujo la PAP-1, y Vaccaro Ml
y col (2000) informaron que tanto in vivo como in vitro, el tratamiento con LPS también era capaz
de inducirla, encontrando que la maxima expresién ocurria a las 18 h. Por ofro fado, no hay
antecedentes de induccion de esta proteina por las células acinares cuando se exponen al AC. En
conclusion, tenemos evidencia de que 6 horas después de que la linea celular AR42-J se trata con
LPS, incrementa la expresion de PAP-1, mieniras que el incremento en su expresion no fue
significativo con el tratamiento con ETOH o AC. Sin embargo, con estos Gltimos resultados no se
puede descartar que las células respondan a la agresion del alcohol y su metabolito en forma mas

tardia, tal como se ha informado en los resultados previes antes mencionados.

Cuando las células AR42-J fueron expuesias a tratamientos combinados ETOH+LPS y AC+LPS, la
expresion de la PAP-1 aunque mantuvo valores muy cercanos a los presentados en el tratamiento
con LPS, no alcanz¢ diferencia significativa con respecto al control. Estos resultados sugieren que

el LPS a las concentraciones utilizadas fue el téxico capaz de inducir mayor dafio a la célula acinar
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y que esta capacidad parece atenuarse al combinarse con ETOH o AC. Nosotros esperabamos
que con los tratamientos combinados el LPS incrementara o potenciara el dario, los resultados nos
demuestran que no fue asl, y una posible explicacién podria ser la ausencia en las lineas celulares
del metabolismo de ETOH y al no existir una sobreproduccién de radicales libres no se incrementa
el dafo producido por el LPS. Aunque por otra parte, se ha reportado que no es necesario el
metabolismo del alcohol via deshidrogenasa alcohdlica en macréfagos de alveolo putmonar de rata
para inhibir la transcripcion de la oxido nitrico sintetasa y sintesis de TNF-a estimulada con LPS,
(Greenberg y col. 1999). Otra explicacion , aunque muy remota, seria la probable reaccion quimica
del alcohol y acetaldehido con el LPS. Se ha informado, en métodos de destoxificacién con
aglomerados de entercbacterias una degradacion del LPS por accién de! alcohol pero bajo
condiciones basicas ( Domelsmith y col. 1990) sin embargo, esta posible degradacién no podria

darse in vivo en nuestros cullivos celulares debido a que se manliene un pH fisioldgico.

Otro de los puntos a estudiar en estas lineas celulares, fue el conocer la respuesta inflamaloria a

través de la secrecidn y expresion de citocinas proinflamatorias.

En las células AR42-J se determind la secrecién de TNF-a e IL-6 asi como la expresion de TNF- a.
Las células AR42-J fueron capaces de secretar TNF- a, ya que antes se habla reportado que acinis
pancreaticos aislados de ratas con pancreatitis aguda inducida con ceruleina y acinis de ratas
control, eran capaces de producir, secretar y responder a TNF- a, ¥ que al ser estimuladas durante
3y 6 h con 10 pg/mi de LPS la secrecidén de TNF-a no aumentaba (Gukovskaya y col. 1997).
Nuestras células en condiciones basales secretaron TNF- a y cuando fueron expuestas al ETOH,
AC y LPS se observo una tendencia a incrementarse 2, 1.4 y 1.6 veces respectivamente, situacion
que también se observo en la expresién de TNF- a en los tralamientos con ETOH, AC y LPS, en
los que et incremento fue de 4, 4 y 2 veces respeclivamente; este incremento producido por ETOH
y AC desaparece al combinarse con LPS. Incluso el tratamiento con ETOH+LPS, llevo a menor
expresion de TNF-a; aun cuando en ningun caso el cambio fue significativo pareciera que ta célula

fue capaz de responder a la agresion provocada por el tratamiento con los toxicos en forma
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individual. Probablemente el tiempo de exposicion jugd un papel importante para que no se
alcanzara diferencia estadistica. Con relacion a la secrecion de IL-6, ésta no se secreté ni en forma
basal ni bajo ningun téxico ya sea en forma independiente c; combinada. Algunos investigadores
han observado en modelos experimentales, que la produccion intra-pancreética de IL-1 y TNF-a
estan incrementadas en etapas tempranas de la pancreatitis aguda, mientras que la IL-6 es
producida en el pancreas después de que la pancreatitis se ha desarrollado (Kim y col. 2000,
Norman y col- 1997) y que el retardo en la expresiéon del ARNm de IL-6 va de acuerdo con el
patrén observado en la elevacion tardia de IL-6 en el suero de pacientes con pancreatitis aguda y
modelos experimentales (Norman y col. 1997). En nuestro estudio, es probable que el tiempo de
exposicién no haya sido el suficiente para que se activaran los factores de transcripcion necesarios
para la produccion de IL-6 en respuesta a los toxicos, pero también puede esperarse que esta
produccién no ocurriera en células acinares y que la IL-6 en el parénquima pancreatico sea

originado en otras células, como las ductales o inflamatorias.

En fas células Capan-1, la secrecion de TNF-a mostré un incremento en los tratamientos con
ETOH, ACy LPS con respecto a las células control. En los tratamientos combinados la secrecion
de TNF-a mostré valores muy parecidos a los presentados a las células control. La expresién de
TNF-a, se increment6 sélo en el tratamiento con LPS y la expresion disminuyd en el tratamiento
con AC+LPS con respecto a las células control. Ni en la secrecién ni en la expresion de TNF-a se

observé diferencia estadistica.

En cuanto a la secrecion de IL-6 e IL-8 en las células Capan-1, no se observaron cambios
importantes. Nuestros resultados confirman que estas células son capaces de secretar IL-6 e IL-8.
Blanchard y col. (2000) reportaron que las células Capan-1 eran capaces de responder a la
endotoxina a una concentracién de 10 pg/ml y un tiempo de incubacion de 24 h al incrementar la
secrecion de IL-6. Nosotros utilizamos una concentraciéon de 1 ug/mt y un tiempo de incubacion de
6 h; probablemente tanto la dosis como el tiempo de incubacion marquen la diferencia en la

respuesta de secrecion de IL-6. La expresion del ARNm de IL-6 mostro valores por debajo de lo
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exprésado por las células control, y'es muy probable que no se hayan activado faclores de
transcripcion que Incrementaran la expresién de IL-6 debido a las concentraciones usadas.
También es importante recordar que en la cascada de citocinas, la IL-6 se incrementa después de
la aclivacién de TNF-a, y dado la baja respuesta de esta citocina en nuesiros experimentos, es

esperado que la expresién de IL-6 no se incrementara.

En cuanto a los niveles de secrecion de IL-8 en las células Capan-1, se observaron valores muy
altos en todas las condiciones experimentales, pero ligeramente menores con respecto a las
células control. Los valores muy altos en las células control son semejantes a los reportados por el
grupo de Blanchard y col. (2000) y Takamori y col. (2000). Es interesante hacer notar, que ia
produccion de IL-8 no aumentd con ninguno de los tratamientos. Blanchard y col. (2000) reportaron
un incremento en la secrecion de IL-8 a concentraciones mas altas de LPS que las utilizadas en el
presente trabajo, ademas de que su tiempo de incubacion fue de 24 h. Con respecto a la expresion
de IL-8, sélo se observd un incremento no significativo estadisticamente en la expresién de esta

citocina en el tratamiento con ETOH+LPS.

Los resultados muestran que el LPS en ambas lineas celulares no tuvo efecto aditivo al dafio
producido por el ETOH y el AC. Mas ain, algunos dalos sugieren que e! LPS atentia el efecto del
ETOH y AC o que éstos ultimos neutralicen el potencial toxico del LPS. Estos resultados nos
indican que existe ofra vez una respuesta de la célula a eslos téxicos y que de acuerdo a lo
informado por otros investigadores, el tiempo de incubacién pudo jugar un papel importante para
que no se alcanzara significancia estadistica. Los cambios tempranos observados in vivo pueden
ser mas acentuados por la contribucion de otras células, como la de los leucocitos durante la

respuesta inflamatoria.

Por otro lado, 1a participacion del LPS desde el inicio de fa exposicion de las células pancreaticas al
ETOH o al AC, no magnifica su efecto sino incluso parece atenuario. Existen reportes en la

literatura, que demuestran un efecto protector del LPS, por ejemplo en un modelo de pancreatitis
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inducida con cerulelna. donde observaron que la expresion de la PAP-1 se incrementd,
acompafiado de cambios histolégicos y niveles elevados de amilasa en suero. Cuando sélo se
inyectd LPS, la expresion de la PAP-1 aumento 18 veces con respecto al anterior sin observarse
cambios importantes en los niveles séricos de amilasa, asi como tampoco cambios importantes al
nivel histologico pero si de una respuesta elevada y sostenida en los niveles de expresion del
ARNmM de TNF-qa, IL-1,IL-6 e IFN-y. Cuando se realizd la combinacion ceruleina+LPS, la expresién
de PAP-1 no aumenté mds, aunque si hubo cambios importantes en la histologia del tejido
pancreatico y en los niveles de amilasa sérica, resultado que los llevé a sugerir que la expresion de
la PAP-1 podria ser modulada por el LPS (Wang y col. 2001). Otro grupo, encontré que en un
modelo de pancreatitis aguda inducida con ceruleina, dosis bajas de LPS (1 pg/m!) protegian a!
pancreas contra el dafio agudo y que el efecto protector del LPS se debia en parte a un incremento
en la generacion del 6xido nitrico pancreético (Jaworek y col. 2001). En otro estudio también se
propuso que el LPS disminuia el daito en tejido pancreatico a través de la activacion de la
superéxido dismutasa (Abe y col.1995) y otro grupo observé apoptosis con dosis bajas de LPS en
un modelo experimental de pancreatitis aguda inducido con ceruleina (Kimura y col. 1998). En
nuestro estudio no observamos estrés oxidativo, lo que nos lleva a suponer que el dafio producido
por el LPS no se incrementd con los tratamientos combinados, pero cuando se administré en forma
independiente, el dano fue mds evidente sobre todo en las células AR42-J. Aunque se desconoce
el mecanismo por el cual éstas células responden al LPS, se ha reportado que células que no
expresan el receptor CD14 son capaces de responder al LPS, como la linea celular LLC-PK
(células del epitelio tubular renal) y tibulos renales aislados (Mayeux y col. 1993, Proksch y col.
19896). Se ha informado que existen 2 tipos de receptores CD14, el soluble (CD14s) y el membranal
(CD14m). El primero se encuentra en el suero y el segundo esta presente en células de origen
mieloide, asl se ha reportado que células que no expresan CD14m, por ejemplo células

endoteli y epiteli son capaces de responder en presencia de CD14s a bajas

concentiraciones de LPS. Una proteina importante que se encuentra en el suero y que facilita la
interaccion del LPS con el receptor CD14 es ia LBP (LPS-binding protein). Nakatani y col (2002)

informaron que en en ausencia de LBP, los macréfagos alveolares cultivados con 100 ng/ml de
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endotoxina disminulan la secrecion de TNF-a si se les agregaban diferentes concentraciones de
alcoho! (10 a 100 mmol/L),’y si se les afadia LBP la secrecion de TNF-a se incrementaba
independientemente de Ia,’pr‘es‘gncia de alcohol. Por otra parte, es importante mencionar que otro
receptor importante en la qé_scéﬁa de seflalizacién con LPS, es el toll like (TLR), en el que se ha
identificado al TLR4 .como u‘n receplor importante debido a la presencia de un dominio
transmembranal, que es capaz de llevar a cabo la transduccidn de sefales y por tanto la
transcripcién de genes proinflamatorios como TNF-a, IL-18 y la 6xido nitrico sintetasa inducible

(Lazaron y col. 2002).

Analizando todos los resultados, podemos observar que las células acinares fueron mas sensibles,
ya que tuvieron mayor respuesta a los téxicos, a pesar de que no se observé mayor mortalidad. Se
puede considerar que al ser la célula acinar mas sensible que las célutas ductales, su potencial de
respuesta aumenta cuando otros factores ambientales se presenten y por tanto, la respuesla sera
mucho mayor. Esto es, durante un cuadro de pancreatitis aguda alcohdtica, la célula sensibilizada
sera capaz de responder y contribuir de manera importante a la respuesta inflamatoria pancreatica
y sistémica. En cuanto a la respuesta at tratamiento con LPS un punto interesante a contemplar,
es su capacidad de modificar el efecto del ETOH o AC cuando se combina con ellos. Las células
respondieron al LPS tanto de manera independiente como combinada y en particular, fas células
acinares son las que tuviercn mayor respuesta, por lo que no se puede descartar la presencia de
algunos de los receptores antes mencionados. Al parecer, la conlribucién en este punto de las
células duclales es menor, aunque no se descarta que también respondan a la agresion, a mayor
concentraciéon de los agentes toxicos y/o a una exposicion mas prolongada de ellos.
Probablemente la diferencia en la respuesta frente a los téxicos entre una y otra tinea celular esté
relacionada con sus caracteristicas estructurates y funcionales, ya que las acinares estan
dedicadas a la secrecion de enzimas pancredticas y las ductales, que son epiteliales mas
expuestas al medio externo, secretan un liquido rico en bicarbonato que alcaliniza e hidrata a las

secreciones primarias ricas en proteinas de la célula acinar .
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Conclusiones

1. Las Ifneas celulares AR42-J y Capan-1 presentaron una viabilidad alta a las 6 h de

tratamlento con ETOH, AC, LPS, ETOH+LPS y AC+LPS.

2. La funcién e integridad celular, no se vio comprometida con ninguno de los tratamientos,
en ambas lineas celulares, aunque las células acinares presentaron valores disminuidos de

amilasa.

3. EIETOH, AC y LPS provocaron una tendencia a incrementar la secrecion de TNF-a (p =

0.068) en las células AR42-J con un tiempo de exposicion de 6 h.

4. Las células AR42-J no secretaron IL-6 en forma basal ni bajo el estimulo de los toxicos

estudiados.

5. Cuando se expusieron las lineas celulares a los tratamientos combinados, el LPS no

potencid el dafio celular sino que parecid atenuarlo.
6. En ninguna linea celular se observé dafio lipoperoxidativo.
7. Las células acinares fueron mas sensibles al tratamiento con LPS que las células ductales.
8. Las células acinares no respondieron a la adicion in vitro de ETOH, AC y LPS a través de
la generacion de citocinas proinflamatorias, mientras que las células ductales a pesar de

producir estas citocinas no contribuyeron al proceso inflamatorio bajo las condiciones

experimentales del presente trabajo.
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