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L PARTETEORICA
A. OXIDO NITRICO

1. ASPECTOS GENERALES

El 6xido nitrico es una molécula inorgénica de pequefio tamafio y simple estructura
quimica (N=0, abreviado NO *), cuyo electrén libre le confiere naturaleza de
radical. El NO reacciona rapidamente con otras especies poseedoras también de un
numero impar de electrones, como son el oxigeno, el anion superéxido y metales
de transicion. Esta pequefia molécula liposoluble posee una alta capacidad de
difusién que le permite facilmente atravesar las membranas celulares eludiendo
cualquier mecanismo de liberacién o captacién de moléculas que pudiera controlar
su actividad [Lancaster, 1994; Wood, 1994]. Sin embargo, su breve vida media en un
sistema bioldgico (de 3 a 30 segundos) limita su drea de actuacion a la vecindad de
su origen. Una vez sintetizado, el NO difunde a células adyacentes donde activa la
guanilato ciclasa , que transforma el GTP en GMP ciclico (GMPc), el cual media la

mayoria, aunque no todas, las acciones biolégicas del NO.

Este radical es sintetizado en una gran variedad de células en el organismo de los
mamiferos, donde constituye un importante mensajero intra e intercelular en
diversas funciones biolégicas, como son la vasodilatacién, neurotransmisién y
defensa inmunolégica . No obstante, el NO no cumple la definicién clasica de
mensajero intercelular, por cuanto no es secretado por un sistema de transporte ni
posee un receptor de membrana al cual unirse. Es su naturaleza de radical, su
capacidad de difusidn libre y las caracteristicas quimicas del entorno biolégico que

le rodea los determinantes de sus variados efectos.



2. B1osINTESIS DEL NO
2.1 Sintasa del NO (NOS)
2.1.1 ISOENZIMAS DE LA NOS

Existen tres isoenzimas diferentes de la NOS que aunque comparten la misma
actividad catalitica difieren en su estructura, localizacién cromosémica y regulacién
de su actividad [Griffith, 1995; Knowles, 1994]. La NOS neural (nNOS, NOS I) y la
NOS endotelial (eNOS, NOS III) se reconocen como isoenzimas constitutivas
de 1a NOS (cNOS), y se localizan principalmente (aunque no exclusivamente) en el
sistema nervioso central y periférico y en el endotelio vascular, respectivamente.
Esta categoria de 1a NOS se caracteriza por hallarse expresada de forma continuada
en condiciones basales y por ser su activacién enzimética dependiente de los
incrementos de Ca2+ libre intracelular y de la calmodulina [Bredt, 1989]. Una vez
activada, la cNOS produce cantidades picomolares de NO que como mensajero
intercelular intervendrd en el control de diversas funciones bioldgicas
(homeostasis, neurotransmisioén, etc). El tercer isoenzima es la NOS inducible
(INOS, NOS 1II), el cual no se halla expresado en condiciones normales sino que
se sintetiza de novo en diversas células (macrdfagos, leucocitos, hepatocitos,
células musculares, condrocitos) [Nussler, 1993] tras recibir un estimulo inflamatorio
o inmunolégico apropiado (endotoxina bacteriana, interleukinas proinflamatorias,
factor de necrosis tumoral, etc) y de forma independiente a la concentracién de
Ca?* intracelular. Una vez inducida, la iNOS puede permanecer activa durante
varios dias [Nathan, 1994] dando lugar a concentraciones nanomolares de NO, 100
veces superiores a las generadas por la cNOS, que comportan efectos citostaticos o
citotoxicos contra células tumorales y microorganismos invasores criticos en la

defensa del organismo.
2.1.3 ESTRUCTURA Y ACTIVIDAD ENZIMATICA

El NO es sintetizado a partir de uno de los dos nitrogenos del grupo guanidino



terminal de la L-arginina en un proceso catalizado enzimaticamente por la sintasa
del 6xido nitrico (NOS) [Palmer, 1988]. El hecho de no utilizar ATP en la reaccién
hace inapropiado el término sintetasa para denominar a este enzima. La formacién
de NO se inicia con la hidroxilacién de la L-arginina en L-NG hidroxiarginina, un
metabolito intermedio de la reaccién [Stuehr, 1991], que mediante la incorporacién de
un segundo atomo de oxigeno da lugar a una molécula de NO y una de citrulina
[Moncada, 1989]. En este proceso, el homodimero activo de la NOS (la forma
monomérica no es activa) utiliza NADPH, O, y arginina como cosubstratos y dos
flavinas (FAD y FMN), un grupo heme (protoporfirina IX) y tetrahidrobiopterina
como cofactores. La calmodulina es otro cofactor esencial de la NOS, con la
particularidad de que su unién a la NOS constitutiva es reversible y promovida por
incrementos en la concentracién de Ca2+ intracelular en el proceso de activacién
enzimatica [Marletta, 1993]. Por el contrario, la calmodulina mantiene un fuerte

enlace con la isoenzima inducible de la NOS independientemente de las varaciones

de Ca2+* intracelular [Cho, 1992].

3. REGULACION FARMACOLOGICA DE LA ACTIVIDAD DEL NO

Hasta el momento, son miiltiples las sustancias desarrolladas con las cuales
manipular ]a actividad bioldgica del NO. La principal via para ello es interfiriendo
en su sintesis, efecto que puede tener lugar a diferentes niveles del proceso
enzimadtico [Moore, 1997]. Estos puntos de interaccién incluyen la inhibicién de
captacién de L-arginina al interior celular, reduccién de la disponibilidad
intracelular de cofactores de la NOS (NADPH, FAD, FMN, calmodulina, Ca2*,
tetrahidrobiopterina) o unién al grupo prostético heme de la NOS. Una vez
completada la sintesis, la propia molécula de NO puede ser el objetivo de accién,
como es el caso de la hemoglobina, cuyo grupo heme capta e inactiva el NO libre
circulante. Todas estas acciones se traducen en una disminucién de la actividad del
NO, bien sea por una menor produccién o bien por destruccién de la propia

molécula.



Sin embargo, también se dispone de substancias que pueden inferir positivamente
en la sintesis de NO, como es la induccién de la actividad iNOS mediante
endotoxina bacteriana, citokinas o interferén gamma, o la estimulacién de la nNOS

0 eNOS por parte de los estrégenos.

De la gran variedad de inhibidores de la NOS de que disponemos, cada uno de
ellos se caracteriza por unas propiedades especificas (estructura quimica,
mecanismo de accidén, grado de especificidad isoenzimatica, efectos colaterales)
que delimitan su uso segun el efecto que se quiera conseguir. Estos inhibidorees
han sido ampliamente utilizados en los tltimos afios con la finalidad de investigar

la importancia fisiopatolégica del NO.

La especificidad de actuacién del inhibidor respecto a los enzimas de la NOS es
una de las propiedades més interesantes de estas substancias a la hora de investigar
un efecto derivado del NO. En el caso de la inflamacién y el shock, el NO derivado
de 1a iNOS es el responsable de la mayor parte de efectos patolégicos
desencadenados, en tanto que la cNOS desarrolla una funcién protectora. En estas
situaciones, la inhibicién global de la NOS puede puede enmascarar el beneficio
obtenido al inhibir la iNOS.

Segiin la estructura quimica, los inhibidores de la NOS se clasifican en dos
categorias principales, que son 1) los andlogos derivados de aminodcidos y 2) los

no derivados de aminoacidos [Southan, 1996].

INHIBIDORES DERIVADOS DE AMINOACIDOS

Son varios los amino4cidos (arginina, ornitina, lisina, citrulina) que tras modificar
su estructura quimica pueden actuar como inhibidores de la NOS (ej: L-iminoetil-
ornitina, L-tiocitrulina, L-N°-(1-iminoetil)lisina). Sin embargo, son los andlogos
de la L-arginina los de uso mas extendido y sobre los cuales se tiene mayor
conocimiento. La accién inhibidora que los derivados de aminoécidos ejercen
sobre la NOS ha sido ampliamente demostrada tanto iz vitro como como en una



variada seleccién de células aisladas, tejidos biolégicos y animales in vivo

[Griffiths, 1996].

Los inhibidores derivados de la arginina resultan de la substitucién de uno o ambos
nitrégenos guanidino terminales del citado aminodcido, dando origen a conocidos
compuestos, como son L-MMA (monometil-L-arginina), L-NA (NG-nitro-L-
arginina), L-NAME (NG-nitro-L-arginin metil ester) y L-NMA (NC-metil-L-
arginina). La forma isomérica L constituye por lo general el inhibidor activo de la
NOS, en tanto que el isémero D no presenta actividad inhibidora, salvo en alguna
excepcion, como es el caso del L-NA y D-NA, ambas formas inhibidoras de la

NOS endotelial [Wang, 1993].

La inhibicién que estos compuestos provocan sobre la actividad NOS radica en la
ocupacién enzimdtica del sitio de especifico de unién de la L-arginina, que es el
substrato esencial para la formacién de NO. Esta uni6én es competitiva, de manera
que la inhibicién producida por estos compuestos es, salvo excepciones, un efecto
total o parcialmente reversible al proporcionar L-arginina a la preparacién o
sistema. A pesar de esta accién comiin, el mecanismo preciso de accién varia

segun el andlogo y la isoenzima inhibida.

Otra carateristica comun de los andlogos de la L-arginina es su pobre selectividad
isoenzimdtica. Aunque estos compuestos suelen tener cierta preferencia
isoenzimaética, mayormente sobre la NOS endotelial, su administracién ocasiona

una amplio espectro de efectos farmacolégicos derivados de la inhibicién de las

tres isoenzimas.
INHIBIDORES NO DERIVADOS DE AMINOACIDOS

Este grupo farmacoldgico incluye una larga lista de compuestos, como son los
imidazoles, indazol y sus derivados nitroindazoles, guanidinas, iminobiotinas,
isotioureas, taninas, fenciclidina, azul de metileno, entre otros [Southan, 1996]. Un

aspecto interesante que ofrecen algunos de estos inhibidores es la selectividad



isoenzimatica de su accidn.

El indazol y su derivado 7-nitreindazol son inhibidores selectivos de la sobre
la NOS neural. Aunque el 7-nitroindazol ir vitro se comporta como inhibidor
equipotencial de la actividad eNOS y nNOS [Moore, 1993; Wolff, 1993], in vivo se ha
demostrado que no inhibe la relajacién endotelio-dependiente en anillos de aorta
aislados y que carece de efecto sobre la tension arterial en diferentes especies
animales [Moore, 1993; Beierwaltes, 1995].

El mecanismo inhibidor del indazol y derivados consiste en su unién al grupo
prostético heme de la NOS, interfiriendo asi en la transferencia de electrones

necesaria para la sintesis de NO.

Se han descrito diferentes efectos farmacoldgicos del indazol asociados a la
inhibicién selectiva sobre la nNOS, como es su efecto antinociceptivo
antinocioceptivo [Moore, 1993]. En ratones, el indazol dismuye la reaccién al dolor
generad por la inyeccién plantar de formol y la contraccién abdominal inducida por

la inyeccién intraperitoneal de dcido acético.

En el grupo de las guanidinas destaca la aminoguanidina por su accién selectiva
sobre la iNOS, su baja toxicidad dee forma aguda y su potencial uso clinico. En
comparacion con L-NMA o L-NAME, la capacidad inhibidora de la
aminoguanidina sobre la NOS presenta tanto in vitro como in vivo una potencia
equivalente sobre la NOS inducible y una capcidad mucho menor sobre las
isoenzimas endotelial y neural. En ratas anestesiadas, la potencia de la
aminoguanidina sobre la inhibicién de la NOS endotelial es del orden de 40 veces

inferior a la de L-NAME, segtin cambios registrados en la presion arterial.

El NO generado por la forma inducible de la NOS se ha implicado en en el
desarrollo de numerosas condiciones patoldgicas, como son la sepsis, diabetes
autoinmune, rechazo de érganos trasplantados, esclerosis multiple, etc. De ahi el
interés de un inhibidor selectivo de este isoenzima. La aminoguanidina se ha

utilizado en diferentes modelos de inflamacion y en sitaciones de shock



consiguiendo efectos beneficiosos. Entre ellos destacan la inhibicién de la
progresion de la encefalitis autoinmune, inhibicién de los efectos cardiovasculares
derivados en la pancreatitis experimental y prevencién de la extravasacién

pulmonar inducida por endotoxina, entre otros.

El mecanismo por el cual la aminoguanidina inhibe la NOS parece basarse en su
unién al al 4tomo de hierro del grupo heme situado en el centro catalitico del

enzima, lo cual lleva a su desactivacion.
4. MECANISMOS DE ACCION CELULAR DEL NO

La mayoria de efectos bioldgicos derivados de NO son mediados por el enzima
intracelular guanilato ciclasa [Hobbs, 1997]. La interaccién entre el NO sintetizado en
una c€lula tras recibir el estimulo apropiado y el grupo heme de la guanilato ciclasa
citosélica situada en la célula diana representa el mecanismo de transferencia de

sefiales que une el estimulo extracelular y la célula efectora.

Neurotransmisores, autacoides (acetilcolina, bradikinina, ...) y factores activos
derivados de macréfagos y neutréfilos son los responsables de interaccionar
selectivamente con el receptor extracelular adecuado promoviendo la activacién de
la NOS. El NO formado es considerado como un segundo mensajero. Este difunde
al interior de la célula diana adyacente donde causa la activacién heme-dependiente
de la guanilato ciclasa, con la consiguiente formacién de GMP ciclico. Este tercer
mensajero ocasiona variados efectos, como son la relajacioén de la célula muscular
lisa vascular, inhibicién de la agregacién y adhesion plaquetar y modulacién de la
funcién de macréfagos, neutréfilos y otras células fagociticas. Este mecanismo de
sefializacion intercelular o transcelular induce la activacién de funciones celulares
complementarias que se traducen en efectos tales como el aumento del flujo
vascular, inhibicién de la trombosis y modulacién de la fagocitosis y citotoxicidad

[Ignarro, 1990].

En este marco general de accién del NO existen algunas particularidades propias
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del subtipo enzimaético de origen.
4.1 NO de origen neural

El NO constituye un importante neurotransmisor central y periférico, aunque de
caracteristicas muy atipicas. Atendiendo a la definicién clsica, un neurotransmisor
es una substancia quimica que se almacena en vesiculas sindpticas de la
terminacion nerviosa, es liberada al espacio sindptico mediante fusién vesicular y
se une a un receptor de membrana de la neurona adyacente. En contraste, el NO no
es almacenado en vesiculas, sino que su sintesis en la neurona se produce segtin la
demanda metabdlica. Rapidamente difunde libremente a través de la terminal
nerviosa y en lugar de dirigrse hacia un receptor de membrana, el NO pasa al
interior de células vecinas donde se une a una molécula diana intracelular,
principalmente GMPc, produciendo su activacion. Estas caracteristicas definen la
accion del NO en el sistema nervioso en parte como un neurotransmisor y en parte

como una hormona.

Existen dos modelos basicos de actuacion del NO a nivel neural [Garthwaite, 1991].
En las fibras nerviosas no adrenérgicas no colinérgicas, el NO se sintetiza como
elemento presindptico en respuesta a un incremento en la concentracién de Ca2+
intracelular. Tras su sintesis , el NO difunde a la célula muscular lisa adyacente
donde activaré la guanilato ciclasa.

En el sistema nervioso central, la sintesis del NO tiene lugar en las neuronas
postsindpticas como parte integrante de un sistema glutamatérgico. El circuito se
inicia con el glutamato liberado por la terminal nerviosa presinéptica, el cual se
une, entre otros, al receptor postsindptico de membrana NMDA (N- metil-D-
aspartato) produciendo su activacién. Ello da lugar a la entrada de Ca2+ al interior
de la neurona, que a través de la calmodulina estimula la actividad enzimatica de la
NOS constitutiva. El NO formado difundird al exterior de la neurona hasta la
guanilato ciclasa de estructuras adyacentes (fibras astrocitarias y terminales

neurales presindpticas) donde producird su accién.
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4.2 NO de origen endotelial

Las células endoteliales que recubren los vasos sanguineos, especialmente las
arterias, sintetizan NO en respuesta a la acetilcolina o la bradikinina. Estos
autacoides se unen a un receptor de membrana endotelial que provocara la entrada
de calcio intracelular y consecuente activacién enzimética de la NOS. La dilatacién
vascular dependiente del endotelio también es estimulada por el efecto de tensién
que el flujo pulsitil y las turbulencias sanguineas generan sobre estas células. El
NO sintetizado difundira a la célula muscular lisa del endotelio donde estimular la
guanilato ciclas dando lugar a la formacién de GMPc. Esta molécula sed la

encargada final de inducir la relajacién vascular y consiguiente vasodilatacion.

4.3 NO de origen inducible

El NO formado por la NOS inducible basa parte de sus efectos en la gran cantidad
en que es producido y en formacidén simulatdnea de otros radicales en condiciones
de estrés. Por ejemplo, en el shck séptico 1a iNOS es estimulada por la endotoxina
y por mediadores inflamatorios dando lugar a la produccién masiva de NO que
conducird a una situacién de hiporreactividad vascular. Por otra parte, el exceso de
NO reaccionara con otros radicales libres, como el anién superéxido, dando lugar
a la formacién de un potente oxidante, que es el peroxinitrito. Esta molécula tiene
la capacidad de inducir peroxidacién de lipidos y nitracién de proteinas. Su accién
nitradora sobre los residuos de tirosina de las proteinas da lugar a la formacién de
nitrotirosina. Este aminoécido nitrado se ha utilizado como prueba del dafio tisular
derivado por la accién de los peroxinitritos en numerosas condiciones patolégicas,
como son la artritis reumatoide, la colitis ulcerosa, isquemia miocardica, entre

otras.
5. MOoOLECULAS DIANA DEL NO

En los sistemas biolégicos en los que el NO se encuentra, este pequefio radical es
capaz de desarrollar una variada gama de efectos fisiologicos o patoldgicos. La

expresion funcional de tales efectos depende no de la propia naturaleza de la
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molécula de NO, que es la misma donde quiera que se halle, sino de factores
extrinsecos a ella. Uno de ellos es el tipo de molécula diana con la que
interacciona, de tal modo que la accién del NO serd diferente tras reaccionar con el
grupo heme de la guanilato ciclasa (p. €j., vasodilatacién) que con el grupo tiol de
la albimina (transporte del NO). Otro factor determinante es la célula efectora
de su mensaje. Asi, la enzima guanilato ciclasa tras ser activada por una molécula
de NO emitira diferentes mensajes en funcidn del tipo de célula en que se ubique,
de forma que situada en la neurona del cértex cerebral puede originar un efecto
sobre la memoria, si se halla en la célula muscular lisa vascular inducir la

vasorrelajacion y localizada en la plaqueta desarrollara un efecto antitrombdtico.

Las moléculas diana del NO son muchas y variadas (enzimas, receptores, proteinas
de sefializacion, canales idnicos, factores de transcripcion), las cuales son

susceptibles de ser activadas o inhibidas tras la reaccion.

Tras ser sintetizado, el NO difunde desde su célula de origen a través de las
membranas celulares y reacciona con el oxigeno (O,), el anién superéxido (O, ) o
con metales de transicion, dando origen a los respectivos productos: NO,
(molécula de nitrégeno con diferentes niveles de oxidacién), peroxinitrito
(ONOO-) y complejos metal-NO. Estos productos pueden comportarse como
metabolitos intermedios responsables de reacciones de nitrosacién de grupos tiol,
cuyo producto son los llamados S-nitrosotioles [Stamler, 1994]. De hecho, los
metales y grupos tiol constituyen las principales moléculas diana del NO. Ambos
se halla situados estratégicamente en los centros alostéricos de diversas proteinas
(receptores, factores de transcripcidn,...) que constituyen el complejo sistema de

sefializacién del NO.
5.1 Reccion con metales de transiciéon
El grupo heme integrante en la estructura de diversas proteinas representa una

importante molécula diana del NO. Entre estas heme protefnas encontramos la

guanilato ciclasa, mioglobina, hemoglobina, catalasa, peroxidasa y citocromo c, de
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las que comentaré algunas por su relevancia fisioldgica e interés en este trabajo.

La enzima guanilato ciclasa constituye una de las moléculas cardinales en la
actividad biolégica del NO. Aunque cada vez se conoce mayor nimero de
moléculas diana del NO, la mayorfa de los efectos de este radical en condiciones
fisiol6gicas estdn mediados por el receptor intracelular guanilato ciclasa [Garbers,
1992]. La unién del NO a un 4tomo de hierro situado en el grupo heme de la
guanilato ciclasa origina un cambio de conformacién tridimensional de la enzima
que comporta su acivacion y consecuente sintesis de GTP ciclico a partir de GMP

ciclico. Este segundo mensajero serd el efector de la accién en la célula diana.

La hemoglobina es otra heme-proteina que se halla contenida en los hematies y
que se comporta, en parte, como molécula captadora e inactivadora del NO que
circula libre en el torrente sanguineo, limitando asf la esfera de accién de este gas

[Lancaster, 1994]. Este hecho se basa en la dvida reaccion del NO con el hierro del

grupo heme de la oxihemoglobina (Hb[Fe;]O,), dando origen a metahemoglobina

y nitrato (Hb[Fe;]O, + NO > Hb[Fe;] + NO;" ). De este modo, los glébulos

rojos crean un gradiente de difusién del NO hacia el interior del vaso sanguineo
que provee al organismo de una via de drenaje para el NO sintetizado en exceso.
La cantidad de NO generada por el endotelio puede ser de 10 a 40 veces superior a
la requerida para activar la guanilato ciclasa, segtin se ha podido cuantificar con
electrodos emplazados en células aisladas [Malinski, 1992]. Este hecho podria
producir un efecto de saturacién de la guanilato ciclasa o de citotoxicidad. Sin
embargo, la mayor parte del NO se pierde en el compartimento vascular. Incluso
una vez en el interior de una célula muscular lisa, la molécula de NO puede
difundir de nuevo retrogradamente arrastrada por el citado gradiente de difusion.

Otros centros diana del NO son las protefnas poseedoras de un grupo Fe-S, como
son la cis - aconitasa o la NADH:ubicuinona oxidorreductasa, entre otras. Estas
enzimas se cree que pueden ser las promotores de la citotoxicidad dependiente del

NO derivado de los macréfagos [Nathan, 1992].
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El NO puede dirigirse también al hierro almacenado en la ferritina, resultando en la
liberacion de parte de este depdsito. Este hecho puede tener implicaciones
patolégicas por la capacidad del hierro libre de promover peroxidacion lipidica

[Rief, 1990].
5.2  Reacciéon con grupos tiol

El NO (habitualmente a través de formas con mayor nivel de oxidacién, como es el
diéxido de nitrégeno) reacciona rapidamente con moléculas poseedoras de grupos
sulfhidrilo o tiol, como son el glutation, la cisteina o a la albiimina, dando lugar a
los llamados S-nitrosotioles. Estas moléculas son detectables in vivo en
concentraciones < 1 UM [Stamler, 1992] y una de sus misiones es estabilizar y
preservar la bioactividad del NO. La vida media en el plasma de los nitrosotioles
puede ser de unos 40 minutos, en tanto que la del NO es de 1 a 10 segundos
[Stamler, 1992b]. Su mayor estabilidad es motivada en parte porque los nitrosotioles
no son inactivados por la hemoglobina contenida en los glébulos rojos. Ademads de
prolongar la vida media del NO, los nitrosotioles pueden actuar como moléculas
efectoras del NO.

El grupo sulfidrilo de la albiimina es el tiol mas abundante en plasma y en
condiciones fisioldgicas es particularmente reactivo con el NO. El resultado de esta
unién es un compuesto estable, capaz de transportar el NO a lugares distantes de
su origen, y biolégicamente activo, demostrado por sus propiedades de

vasodilatacion y antiagregacién plaquetar [Stamler, 1992b; Keaney, 1993].
Existen otras protefnas de diversa naturaleza cuya accién puede ser también

controlada a través de un mecanismo de S-nitrosilacién, como es el caso del
activador del plasmindgeno [Stamler, 1992a] 0 la NADPH oxidasa [Clancy, 1992],

entre otras.

5.3  Reaccion con el anion superoéxido

Tanto el anién superéxido (O,7) como el NO tienen naturaleza de radical (es decir,
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contienen un elctrén impar en su tltima 6rbita). Cuando ambas molécula se

encuentran reaccionan rdpidamente dando lugar a la formacién de peroxinitritos
(ONOQO). La tasa de reaccioén de estos dos radicales es de 6.7 x 10° M-1/s-1 , una
velocidad 3 veces superior a la reaccién del superéxido con otras moléculas como

es la superéxido dismutasa.

Esta reccién representa un arma de doble filo. Su efecto beneficioso se manifiesta
al retirar el exceso de NO y superdxido generado en algunas condiciones
patoldgicas. Los peroxinitritos formados reaccionaran facilmente con el glutation
(antioxidante natural que existe en alta concentracién en las mitocondrias)
neutralizdndose asf la reaccién oxidativa. Sin embargo, el peroxinitrito es uno de
los oxidantes mds potentes que se conocen y si la formacién de peroxinitritos acaba
agotando las reservas de glutation, se puede modificar la participacién del NO en
diversas cascadas enzimdticas, y puede ser directamente citot6xico debido a la
extensa nitracién proteica que ocasiona en residuos de proteinas (aspecto

especialmente estudiado en enzimas mitocondriales).
6. Efectos fisiolégicos del NO

En lineas generales, las funciones clasicas del NO son la vasodilatacién,
neuratransmision y defensa inmunoldgica, dependientes de las respectivas acciones
endoteial, neural e inducible de la NOS. No obstante, este esquema debe
entenderse como una simplificacién del complejo entramado funcional del NO.
Este mensajero puede derivar de mds de dos fuentes celulares y formar redes de
comunicacion paracrina. Si imaginamos una seccién tisular de intestino que
comprenda un vaso sanguineo, una fibra muscular lisa y una terminal nerviosa
mientérica, varias serdn las fuentes celulares que de forma simultinea sintetizen
NO. El endotelio y los nervios adventicios de la pared vascular producirdn
mediante isoenzimas diferentes una misma molécula de NO responsable del efecto
vasodilatador. Asimismo, el NO generado por la NOS neural seré el responsble de
controlar la dilatacién vascular y de relajar la musculatura lisa intestinal en el

proceso de la peristalsis.
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Hecha la reflexién sobre la complejidad de los efectos derivados del NO, las
funciones fisiolégicas dirigidas por el NO pueden simplificarse segin el isoenzima

de origen .
6.1 NO de Origen Endotelial

El NO generado en el endotelio vascular se reconoce como uno de los reguladores
fisiologicos del tono vascular de mayor relevancia en el organismo. Este
vasodilatador enddgeno induce su efecto a través de la relajacion de la célula
muscular lisa que conforma la pared vascular. Este hecho fundamental en el control

de la tensidn arterial y la regulacién de la perfusién tisular.

El efecto antitrombdtico es otro de los aspectos relevantes que se asocian a esta
molécula. La liberacién basal de NO por parte del endotelio y de las propias
plaquetas [Radomski, 1996] suprime, via guanilato ciclasa [Moro, 1996] , el aumento
de calcio intracelular y la consecuente activacién plaquetar. Ademas, su actuacion
sinérgica con la prostaciclina inhibe la agregacion e interviene activamente en

revertir la agregacion plaquetar.

Otras acciones del NO consideradas como vasoprotectoras son su accién
inhibidora sobre funciones celulares diverasa [Schmidt, 1994], como son la adhesién

y activacién leucocitaria [Kubes, 1991], degranulacién mastocitaria [Eastmond, 1997],
permeabilidad endotelial, migracién y proliferacién de células musculares lisas y de

la intima y la sintesis de endotelinas.

En resumen, el NO desarrolla una labor fundamental en la homeostasis vascular
[Radomski, 1993] a través de su efecto en €l tono vascual, coagulacidn, fibrinolisis y,

en general, en la funcién endotelial y de las células musculares lisas vasculares.
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6.2 NO de origen neural

El NO constituye un importante neurotransmisor en el nervioso central y
periférico.

La isoenzima neural de 1a NOS se halla ampliamente distribuida por todo el
sistema nervioso central de los mamiferos, donde su expresion se estd
presente en la casi totalidad de las neuronas (15% de las células cerebrales) siendo
indetectable su presencia en las células gliales (85% de células restantes).

Como neurotransmisor del sistema nervioso central, al NO se le reconoce su
participacién en funciones tan importantes y diversas como son la memoria, la

percepcion del dolor, el control del flujo vascular cerebral y la visién entre otras

[Schmidt, 1994].

En el sistema nervioso periférico, la actividad neural de la NOS se asocia a
las llamadas fibras no adrenérgicas no colinérgicas (NANC) de los nervios
periféricos que inervan la musculatura lisa del tracto gastrointestinal, vias aéreas y

del sistema urogenital [Rand, 1995], asi como médula adrenal, retina y vasos

sanguineos [Bredt, 1990].

En el tracto gastrointestinal la accién neurotransmisora del NO desarrolla a un
efecto inhibidor de la musculatura lisa visceral a diferentes niveles, como son el
esfinter esofdgico inferior, estdémago, intestino delgado, colon y esfinter anal

[Sanders KM, 1992]. En el esfinter de Oddi también se ha observado inervacién

NANC que induce su relajacion.

En el tracto urogenital el NO media la relajacion de los cuerpos cavernosos
responsable de la funcién erectil y la dilatacién de la vesicula urinaria como
mecanismo adaptativo. En la musculatura lisa traqueal las fibras NANC también

inducen su relajacién [Moncada, 1993].
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B. MECANISMOS DE CONTROL DE LA SECRECION
PANCREATCA

1. INTRODUCCION

El pancreas es un érgano mixto dedicado a una funcién endocrina y exocrina a su
vez. La estructura endocrina constituye el 2% de la masa pancredtica y estd
representada por los Islotes de Langerhans. En ellos se localizan las células A, B,
D y PP encargadas de la sintesis de glucagén , insulina , somatostaina y
polipéptido pancredtico, respectivamente. Estos elementos endocrinos se hallan
dispersos en el péncreas exocrino, que conforma el 85% de la gldndula. El resto

del pancreas estd formado por tejido conectivo, nervios y vasos sanguineos.

El pancreas exocrino estd dedicado a la digestion y asimilacién de los nutrientes
ingeridos. Para ello cuenta con dos elementos celulares de produccién. Uno son
las células acinares, especializadas en la sintesis, almacenamiento y secrecién de
enzimas digestivos (amilasa, lipasa, tripsina, etc.), y el otro las células ductales,
encargadas de la sintesis de agua, electrolitos y bicarbonato. En un proceso
coordinado por mecanismos neurales y hormonales intimamente relacionados, la
combinacién de la produccidn acinar y ductal da como resultado el jugo
pancredtico. Este liquido alcalino y rico en enzimas es secretado al duodeno donde
inicia la hidrdlisis de carbohidratos, lipidos y proteinas de los alimentos que llegan

al intestino.

La sintesis enzimatica es un proceso complejo para el cual las células acinares
disponen de una maquinaria sofisticada. La regulacién de los mecanismos
involucrados en la sintesis y secrecién enzimética es complejo y no del todo
conocido. En ella intervienen el sistema simpético y parasimpaético, el plexo neural
intrinseco, elementos peptidérgicos como el VIP, y hormonas como la

colecistokinina.
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2. LA CELULA ACINAR

La estructura funcional del pancreas exocrino se compone de acinos y de sus
respectivos dictulos de drenaje. Los acinos son agrupaciones de células acinares
con fuertes uniones intercelulares y una polaridad secretora hacia la membrana
apical. Las superficies apicales de todo el grupo celular delimitan la luz central del
acino, a donde se vierte la secrecién acinar. En la membrana basolateral se hallan
los receptores para hormonas (CCK, secretina, bombesina) y neurotransmisores
(acetilcolina, VIP, CGRP, etc.) responsables de estimular la sintesis y secrecién
enzimdtica. En el interior de la célula acinar se distingue la porcién basal, que
contiene el nicleo y abundantes reticulos endopldsmicos rugosos encargados de la
sintesis enzimadtica. En la regién apical se encuentran los granulos de zimégeno,
dedicados a almacenar los enzimas en espera de ser secretados. El 4rea central entre
el nucleo y los granulos de zimogenos es rica en complejos de Golgi. Un sistema
de cisternas citoplasmaéticasa conduce los enzimas sintetizados en los ribosomas del
reticulo endopldsmico hacia el aparto de Golgi, de alli a los grdnulos de secrecién y
finalmente a la luz acinar. De este modo los enzimas estdn en todo momento fuera

del citoplasma celular en un espacio que en algiin momento serd extracelular.

Los ductulos pancreéticos se originan en células centroacinares, intercaladas entre
la luz acinar y el epitelio ductal, y drenan hacia los ductos interlobulares, que a su
vez se dirigen al conducto pancredtico principal. El epitelio ductal y las células
centroacinares contienen anhidrasa carbdnica, necesaria para la formacién de
bicarbonato. Las principales funciones del sistema ductal son segregar una
solucién alcalina que facilite el transporte de los enzimas digestivos hacia la luz
intestinal y aumentar el pH intestinal para optimizar la digestion enzimética

intestinal.
3. SENALES INTRACELULARES
La célula acinar varia su respuesta secretora dependiendo de las sefiales que recibe

del medio exterior. Estas sefiales con influencia sobre los procesos de secrecion

son muy variadas y abarcan desde el reconocimiento de los apropiados contactos
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externos (uniones intercelulares, anclaje a la matriz extracelular, homeostasis del

medio, etc) hasata la adecuada sensibilidad a sefiales hormonales, vasculares y

neurales.

La mayoria de hormonas y neurotransmisores que estimulan la secrecion
pancredtica lo hacen tras la interaccidn con sus receptoeres localizados en la
membrana de células acinares y ductales o, de forma indirecta, en receptores
localizados en las terminaciones nerviosas o vasos sanguineos. En las células
acinares se han caracterizado diversos receptores que inducen secrecion enzimética
en respuesta a CCK, acetilcolina, VIP, PACAP (pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide), bombesina, substancia P y CGRP (calcitonin gen related
peptide) [Jensen, 1994]. Se han identificado otros receptores cuyas activaciones no
inducen secrecién enzimdtica, aunque pueden potencialmente modificarla, como
son los receptores para la somatostatina, endotelinas, insulina y factor epidérmico

de crecimiento.

La unién del agonista con el receptor de membrana desencadena diversas sefiales
intracelulares que llevan a la estimulacién o inhibicién de la secrecién celular. Estos
mecanismos intracelulares contindan siendo motivo de estudio.

Segun la via intracelular utilizada para inducir el efecto secretor, los receptores
acinares puede clasificarse en dos categorias. Una de ellas incluye los receptores
para VIP, secretina, PACAP y CGRP, cuya via de accién es a través del AMPc
formado por la adenilato ciclasa. El otro grupo lo constituyen los receptores de
CCK, acetilcolina, bombesina y substancia P. Estos secretagogos no basan su
efecto en cambios intracelulares de AMPc sino en el metabolismo de los
fosfoinositoles de membrana y en aumentos de la concentracion intracelular de

calcio [Jensen, 1994; Yule, 1994].

Uno de los principales efectos ocasionados por la interaccién de la CCK,
acetlcolina, bombesina y substancia P con sus receptores respectivos es la
mobilizacién y liberacién de los depdsitos intracelulares de calcio. Ello es mediado
por la hidrdlisis que la fosfolipasa C realiza sobre un fosfolipido de membrana, el
fosfatidil inositoldifosfato, dando lugar a diacilgliceril (DAG) e inositol trifosfato
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(IP3) [Pandol, 1986; Rowledy, 1990]. El IP, formado pasa al interior de la célula y
libera los depdsitos de calcio, no mitocondriales, sino posiblemente del reticulo
endopldsmico o de organelas especializadas denominadas "calciosomas" [Streb,

1983; Volpe 1988]. Ello se traduce en un rdpido incremento de la concentracion de
calcio libre citosélico [Ca*] ; que, si bien el mecanismo preciso no es bien

conocido, se sabe que es responsable de la secrecion pancreatica [Muallem, 1989].

Esta oscilacién de [Ca?*] ; €s transitora, volviéndose a rellenar los depdsitos en 2-

10 minutos. El paso de calcio extracelular al interior de la célula es necesario para
la secrecion enzimdtica mantenida. El DAG, que se mantiene en la membrana
celular, parece participar en la secrecién mantenida a través de de la activacion de
una enzima fosforiladora calcio dependiente, la protein kinasa C (PKC) [Sung,
1988]. El sustrato o sustratos fosforilados por la PKC y que son claves para
facilitar la secrecién enzimatica no son bien conocidos. Lo que si se sabe es que la

PKC induce secrecién enzimatica, como también lo hace el aumento de [Ca2+]i.

Otro efecto derivado de los agonistas que actian a través de oscilaciones de [Caz’“]i

(ej: acetilcolina, CCK...) es el aumento citos6lico de GMPc (3°,5” guanosin

monofosfato ciclico). A este mensajero se le ha atribuido una participacién en la

regulacién de [Ca2+]i intracelular [Pandol, 1990]. El bloqueo de la guanilato ciclasa

con LY 83583 suprime el aumento de [Ca?*] ; inducido por carbacol en células

acinares. Este efecto es revertido con nitroprusiato sédico. Otro aspecto, aunque
controvertido, relativo a la funcién del GMPc es su reconocimiento por algunos
autores como mediador en la secrecién de amilasas [Haymovits, 1976] en tanto que es

rechazado por otros [Heisler, 1978; Gunter, 1979; Gardner, 1980; Yoshida, 1997].

El 6xido nitrico, una molécula endégena con variadas y reconocidas funciones
biol6gicas a su cargo, desarrolla la mayor parte de sus efectos a través de la
guanilato ciclas, enzima precursor de la sintesis de GMPc. En las células acinares
del pancreas existen diversas observaciones en torno a las interrelaciones entre

GMPc, 6xido nitrico y secrecién enzimatica [Gunter, 1979; Gardner, 1980; Iwatsuki

22



1986; Gukovskaya, 1994; Molero, 1995; Yoshida, 1997]. En conjunto, el efecto que el
6xido nitrico ejerce sobre las vias moleculares responsables de la secrecién

pancredtica no parece ser muy importante.

Aunque los primeros eslabones de la cadena estimulo-secrecion
(secretagogo/receptor-sintesis enzimatica) es en parte conocida, los mecanismos
por los que esta secuencia conduce al proceso secretor no son conocidos. Todos
los mediadores intracelulares reconocidos como importantes en los procesos de
secrecion (Ca2+, DAG, AMPc, GMPc) expresan sus efectos a través de
mecanismos de fosforilacion y defosforilacion de las proteinas celulares mediados

por kinasas y fosfatasas.

La combinacién de un agonista que actde a través del AMPc y de otro agonista que

produzca cambios en €l [C212+]i originard sobre la célula acinar una respuesta

secretora enzimatica mayor que la adicién de ambos efectos, como es el caso de la

combinacion de VIP o secretina con CCK o acetilcolina.
4. SENALES EXTRACELULARES

En la regulacién de la secrecion pancredtica exocrina interviene un complejo
sistema de vias neurales, endocrinas y paracrinas intimamentes relacionadas desde
el punto de vista funcional y anatémico. El control de la secrecién pancreética debe
por tanto entenderse como el resultado de la accién conjunta de sefiales

supracelulares estimuladoras e inhibidoras que se integran en una respuesta final.

En el pancreas existen multiples secretagogos que interaccionan entre ellos y con
las células acinares dando lugar a una respuesta secretora exocrina . Los
principales mediadores de la secrecion pancredtica son las vias colinérgicas vagales
y la hormona colecistokinina. En la secrecién postprandial la CCK es responsable
del 50-60% de la secrecién enzimadtica, en tanto que las vias colinérgicas vagales
controlan el resto. Ademds de la acetilcolina y la CCK, otros elementos presentes
en el pancreas participan también en la regulacién de la secrecién pancreatica, como
son el VIP (polipéptido intestinal vasoactivo) y GRP (gastrin-releasing peptide) -
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péptidos activos identificados en fibras nerviosas intrapancredticas- o el 6xido
nitrico - transmisor inter e intracelular detectado en células acinares, ganglios y
nervios intrapancredticos. La contribucién relativa de cada un de estos factores en

la secrecién pancredtica y las interacciones que mantienen entre ellos no estdn del

todo definidas.
4.1 Control hormonal. Colecistokinina.

En el circuito de sefiales que integran la respuesta secretora pancredtica participan
diversos péptidos y hormonas, que pueden clasificarse segiin su efecto estimulador
o inhibidor de la secrecién pancreética. Entre los primeros se hallan la
colecistokinina, secretina, gastrina, neurotensina, motilina, insulina y péptidos
intestinales liberadores de secretina y colecistokinina. En la segunda categoria
hallamos el polipéptido pancreético, péptido Y'Y, somatostatina, glucagén,

pancreastatina y la hormona liberadora de tirotropina.

COLECISTOKININA (CCK)

La CCK constituye un mediador hormonal principal en los procesos digestivos.
Ademads de estimular la secrecién pancredtica, sus efectos fisiolégicos incluyen la
contraccién de la vesicula biliar, inhibicién del vaciamiento géastrico y de la

secrecion dcida géstrica e induccidn de la saciedad.

La CCK es sintetizada en células enteroendocrinas de la mucosa duodenal y
yeyunal, en neuronas cerebrales y en neuronas del sistema auténomo periférico

presentes en el plexo mientérico del intestino, pancreas y nervios vagos [Liddle,

1997].

La liberacién de CCK en el intestino es estimulada principalmente por los
productos de digestion de las grasas y las proteinas (dcidos grasos libres,
monoglicéridos, aminodcidos, oligopéptidos) y en menor medida por las proteinas
y grasas complejas (no digeridas) y por los carbohidratos. La serecién de CCK se

inicia con el paso de nutrientes del estémago al duodeno y finaliza una vez las
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proteinas, grasas y sus metabolitos abandonan el tramo superior del intestino.

Se reconocen dos mecanismos por los cuales la CCK estimula la secrecion
enzimaética del pancreas. Uno de ellos es mediante su unién a receptores de CCK
situados en las células acinares y el otro es a través de la interaccién con fibras

colinérgicas del sistema nervioso auténomo.

En su accién a través de receptores acinares, la CCK se comporta como una
hormona. Bajo el estimulo adecuado, las células enteroendocrinas liberan a la
circulacion sanguinea CCK, posibilitando su llegada al tejido pancreatico donde se
une a su receptor de membrana en las células acinares. Esta interaccién hormona-
receptor desencadena la respuesta secretora acinar. En condiciones de ayunas, la
concentracion en sangre de CCK medida en diferentes mamiferos es baja, en
torrno a 1 pM. Tras la ingesta de una comida rica en grasas y proteinas la
concentracion aumenta a 5-10 pM en 10-30 minutos, siguiéndose de un descenso
gradual hasta alcanzar niveles basales en unas tres horas [Owyang, 1995; Liddle,
1997]. La infusién endovenosa de CCK en una cantidad que reproduzca los niveles
plasmaticos posprandiales induce una estimulacién de la secrecién enzimatica
similar a la obtenida tras una comida [Beglinger, 1985]. Ello refleja que la CCK es el
principal regulador de la secrecién pancredtica inducida por la comida. Otras
evidencias que apoyan la accién fisioldgica de la CCK en la secrecién enzimdtica
han sido obtenidas a través de antagonistas de los receptores e CCK. Estos
antagonistas inhiben la secrecién de amilasas estimulada por CCK tanto in vitro
(acinis dispersos) como en ratas anestesiadas [Niederau, 1989] y ocasionan una
disminucién del 50-60% de la secrecién enzimadtica en respuesta a la ingesta en

ratas conscientes [Hosotani, 1989; O“Rourke, 1990].

Por otra parte, algunos autores proponen las fibras neurales colinérgicas como el
mecanismo de accién predominante de la CCK en la estimulacién de la secrecién
enzimadtica posprandial [Owyang, 1996], comportdndose en esta ocasién como
neurotransmisor. Apoyan este mecanismo estudios realizados en ratas
anestesiadas, en los que se ha comprobado que tanto la atropina (antagonista de los

receptores muscarinicos), el hexametonio (bloqueante ganglionar) como la
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vagotomia suprimen completamente la secrecion enzimadtica en respuesta a la
administracion de concentraciones fisioldgicas de CCK [Li, 1993]. Estas estudios
confirman observaciones previas sobre la reduccién de la secrecién pancredtica
basal y la estimulada por nutrientes tras la vagotomia [Adler, 1991; Solomon, 1994]
asf como una menor respuesta secretora obtenida con dosis bajas de CCK en

pacientes vagotomizados [Malagelada, 1974].

A través de estudios autorradiograficos in vitro se han detectado receptores para
CCK tipo A y B en las fibras sensoriales aferentes vagales [Zarbin, 1981; Moriarty,
1997]. Estos receptores son sintetizados en las células de los gangios nodosos del
vago y viajan por los axones neuronales hacia las terminales nerviosas periféricas.
Estas fibras sensoriales constituyen el brazo aferente del circuito nervioso vago-
vagal que recoge estimulos sensoriales originados en el pexo mientérico
gastrointestinal y en el pancreas, los transmite a centros nerviosos superiores y
retorna la respuesta a través de fibras aferente vagales a la célula efectora. De este
modo, los receptores de CCK situados en el vago actdan de mediadores las
diferentes funciones que la CCK realiza a través de refelejos vago-vagales, como
son inhibicién del vaciado gastrico y la saciedad [Raybould, 1988]. Estudios en ratas
han demostrado que la CCK a dosis fisiolégicas estimula la secrecién pancredtica a
través de fibras capsaicin-sensibles aferentes del vago originadas en la mucosa
duodenal . La destruccién de estas fibras mediante capsaicina (neurotoxico
selectivo para fibras no mielinicas tipo C o sensoriales aferentes del vago) anula el
efecto secretor de la CCK [Ly, 1993; Ly, 1994]. Los receptores vagales encargados
de mediar el efecto secretor de la CCK son los receptores CCK-A de alta afinidad
[Ly, 1997], diferentes de los encargado de procesar otras acciones gastrointestinales
de la CCK, como es la saciedad o el vaciamiento gastrico.Sin embargo, la
actuacion de la CCK a través de vias neurales colinérgicas es todavia motivo de

debate [Guan, 1996].

Un aspecto caracteristico del patrén de secrecién enzimética estimulada por CCK
es la curva dosis-respuesta. Estudios in vitro e in vivo sobre la secrecion
enzimdtica del pancreas en respuesta a dosis crecientes de CCK (o de su andlogo

ceruleina) revelan un patrén bifasico de secrecion: estimulacion con altas dosis de
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CCK e inhibicién con dosis supramaximas. En humanos sanos se observa que la
infusién de 30.7 pmol/kg/h de CCKS induce una secrecién maxima pancredtica y
que al incrementar la dosis disminuye la respuesta [Fushiki, 1989]. En acinis
dispersos la curva dosis-respuesta muestra una liberacién méxima de amilasas
frente a concentraciones de 0.1 nM de ceruleina, en tanto que concentraciones
superiores inducen una menor respueta.En ratas anestesiadas la infusién de dosis
6ptimas de CCK (0.25 pg/kg) genera una respuesta maxima de la secrecién de
amilasas, en tanto que dosis superiores ocasionan inhibicion de la secrecién

[Niederau, 1989; Molero, 1995].

Este efecto inhibitorio sobre la secrecién enzimética se cree que es en parte debido
a alteraciones morfoldgicas en el citoesqueleto apical de la célula acinar generadas
por altas concentraciones de CCK (o de su andlogo ceruleina). De este modo,
dosis supraméxinas de CCK causan una répida desestructuracién de microtibulos
y microfilamentos apicales encargados de dirigir a los granulos de zimégeno a la la
luz acinar, ocasionando una inhibicién de la secrecién pancreética [0 Konski, 1990].
Otro argumento que explica este patron de respuesta segtin la dosis de CCK es la

existencia de receptores acinares para CCK de alta y baja afinidad.
4.2  Control neural

NEUROTRANSMISION VAGAL

El conocimiento del control colinérgico de la secrecién pancreética se basa en
multiples observaciones experimentales. Los efectos in vitro se resumen en la
estimulacién directa de la acetilcolina sobre células acinares a través de receptores
muscarinicos (*30=) y la inhibici6n de tal efecto con atropina. In vivo la secrecion
enzimdtica se estimula con betanecol (agonista colinérgico) y mediante la
estimulacidn eléctrica del vago y se inhibe con atropina y con hexametonio
(bloqueante ganglionar) pero no con L. 364718 (antagonista del receptor de la

CCK) [O"Rourke, 1991; Nelson 1993].

Las vias colinérgicas intervienen en el control de la secrecién pancreética
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interdigestiva asf como en las tres fases cldsicas de la secrecion posprandial.

Estudios en ratas sugieren que la inervacién vagal constituye el mediador principal

en mantener la secrecién enzimatica basal del pancreas [0 Rourke, 1991].

SISTEMA SIMPATICO

La estimulacién de los nervios esplécnicos o la infusién de fenilefrina inhibe la
secrecion exocrina y endocrina. Este efecto puede depender de la intensa
vasoconstriccién originada con la hiperreactividad adrenérgica. La administracién

de fentolamina, un bloqueante oladrenérgico, aumenta la secrecién enzimética

[Layer, 1992].
SISTEMA NERVIOSO PEPTIDERGICO

La estimulacién de las fibras nerviosas del pancreas ocasiona no Unicamente la
liberacién de los clasicos neurotransmisores como la acetilcolina, sino también de
neuropéptidos. Estudios inmunohistoquimicos han identificado numerosos
péptidos en las neuronas pancredticas. Estos pueden ejercer un efecto estimulador
sobre la secrecién pancredtica, como son el VIP (vasoactive intestinal polipeptide),
GRP (gastrin-releasing peptide), CCK, neurotensina y substancia P, o inhibitorio,
como son el CGRP (calcitonin gene-related peptide), galanina, encefalina y

neuropéptido Y [Chey, 1993].

5. ANATOMIA FUNCIONAL DEL PANCREAS

El pancreas exocrino esti inervado por una rico y complejo sistema neural formado
por neuronas simpdticas y parasimpaticas, fibras sensoriales aferentes, neuronas
peptidérgicas y fibras nitrérgicas contenedoras del enzima 6xido nitrico sintasa.
5.1 Fibras parasimpaticas y simpaticas

La inervacién visceral pancredtica depende de las fibras aferentes del vago
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(inervacién parasimpdtica o colinérgica) y de los nervios esplacnicos (inervacion

simpética o adrenérgica).

Las fibras parasimpdticas llegan al pancreas directamente a través de los nervios
vagos e indirectamente a través del ganglio celiaco, nervios esplacnicos y
posiblemente a través del plexo intramural del duodeno. Estas fibras
preganglionares llegan a los ganglios intrapancredticos, de donde salen las fibras
posganglionares que proporcionan inervacién a las células acinares, Islotes de
Langerhans y ductos pancreéticos. La neurotransmisién en los ganglios es mediada
por la acetilcolina a través de receptores nicotinicos y es bloqueada por
hexametonio. Las terminaciones nerviosas postganglionares liberan acetilcolina,
que se une a receptores muscarinicos en las células acinares induciendo la

secrecién enzimaética [Larose, 1981]. Estos receptores son bloqueados por atropina y

estimulados por betanecol o acetilcolina.

La inervacién simpética del pancreas procede de los nervios espldcnicos. Desde la
médula espinal comprendida entre C8 y L3 viajan las fibras preganglionares hasta
los ganglios paravertebrales o ganglio celiaco, de donde salen las fibras
postganglionares hasta el pancreas. La mayor parte de estas fibras se dirige a los
vasos sanguineos y en una pequefla proporcion a ductos y acinis. El
neurotransmisor preganglionar es la acetilcolina y el postganglionar la
norepinefrina. La acetilcolina ejerce su efecto en los ganglios paravertebrales y

celiaco a través de los receptores nicotinicos y en en las células del pancres a través

de los receptores simpéticos oy 8.

5.2 Fibras capsaicinicas

A través de los nervios vagos circulan fibras sensoriales aferentes que transportan
estimulos a centros integradores de informacién situados en regiones medulares del

cerebro. La mayoria son fibras no mielinizadas tipo C y en menor proporcién
fibras poco mielinizadas tipo A-d. Las fibras sensoriales aferentes representan mas

del 90% de las fibras vagales y no forman parte del sistema nervioso auténomo. A

ellas se les reconoce con el nombre fibras capsaicin-sensibles por ser destruidas
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selectivamente por la capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamide), compuesto
picante del capsicum. En el eje vago-vagal, este neurotéxico elimina las fibras
sensoriales aferentes sin afectar el resto de neuronas que completan el circuito

(neuronas de segundo orden del nucleo del tracto solitario y fibras eferentes del

vago).

Las fibras capsaicin-sensibles contiene diferentes neuropéptidos, como son la el
CGRP (calcitonin gene-related peptide) o la substancia P, cuya liberacién media
diferentes funciones. La administracién aguda de elevadas dosis de capsaicina
conduce a la desensibilizacién de estas fibras principalmente a través de la
liberacién masiva de neuropéptidos y consiguiente la depleccién de estos
neurotransmisores [Fitzgerald, 1983]. El tiempo necesario para conseguir la
desensibilacion puede variar desde 10 minutos hasta varios dias dependiendo del

modelo utilizado.

Mediante estudios de fluorescencia con tincién retrégrada de True Blue se han
identificado fibras capsaicin-sensibles en pancreas, estomago y dudeno [Sharkey,
1984]. Esta fibras poseen receptores CCK a través de los cuales la colecistokinina a
dosis fisioldgicas estimula la secrecion pancredtica. Asi mismo, la estimulacién de
receptores de volumen, presién y osmolaridadad presentes en el duodeno inducen
la secrecion enzimdtica del pancreas a través de vias neurales sensoriales aferentes.
La destruccién de estas fibras mediante la aplicacion perivagal de capsaicina anula
la secrecién pancredtica estimulada por CCK [Li, 1993; Li, 1994] o por estimulos no
dependientes de CCK (osmorreceptores, chemorreceptores y mecanorreceptores

duodenales) [Li, 1996].
5.3 Inervacién enteropancreatica

El pancreas recibe también proyecciones neuronales procedentes directamente del
intestino [Anglade, 1987; Kirchgessner, 1990]. A este sistema se le conoce como
inervacion enteropancredtica. Parte de la inervacién pancredtica, por tanto, podria
ser entendida como una extension del sistema neural entérico. El significado

funcional de estas neuronas es todavia desconocido, pero posiblemente puedan
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modular de forma directa la actividad secretora del pancreas.

La mayor parte de la inervacién enteropancreética esta compuesta for fibras
colinérgicas que viajan desde el duodeno hasta los gangios intrapancreéticos,
donde proporcionan sinapsis excitatorias nicotinicas [Kirchgessner, 1990]. Otra
subpoblacién de neuronas enteropancredticas son las fibras serotoninérgicos
[Kirchgessner, 1990] y las NADPH-diaforasa (es decir, que contienen NOS neural)
[Kirchgessner, 1994].

Las fibras serotoninérgicas halladas en el pancreas parecen tener un origen
exclusivamente entérico. Estas fibras forman sinapsis axo-axénicas inhibitorias en
el pancreas, de modo que la serotonina inhibe la mediacién neural de la secrecién

de amilasas [Kirchgessner, 1995].

54 Fibras nitrérgicas

Mediante estudios histolégicos con NADPH diaforasa se ha detectado en péncreas
de diferentes mamiferos (humanos, ratas, cobayas, ratones, gatos) la presencia de
la sintasa del NO (NOS) en el endotelio, neuronas, ganglios e Islotes de
Langerhans, aunque no en las células acinares [Shimosegawa, 1992; Ekblad, 1994;
Kirchgessner, 1994]. Estudios morfoldgicos en pancreas de cobayas demuetran la
existencia de una alta proporcién de neuronas inmunorreactivas para NOS en
ganglios intrapancredticos y fibras interganglionares localizadas en torno a acinis,
Islotes de Langerhans y vasos. Gran parte de estas neuronas son colinérgicas
(presentan inmunorreactividad para colinacetiltransferasa) y inicamente las
localizadas en torno a los vasos sanguineos son no colinérgicas [Liu, 1997]. La
actividad NADPH-diaforasa estd presente tambieén en las proyecciones neuronales
entre duodeno y pancreas, formando parte de la inervacion enteropancreética

[Kirchgessner, 1994].

La evidencia de una inervacidn nitrérgica en el pancreas sugiere que el NO puede
desrrollar una regulacién neural de la secrecidn exocrina pancredtica. Estudios en

16bulos pancreéticos aislados demuestran que la secrecién de amilasas es

estimulada por arginina (subtrato de la NOS) y que la NG-nitro-L-arginina
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(inhibidor de 1a NOS) evita el efecto estimulador de la L-arginina pero no altera la

secrecion de amilasas estimulada por carbacol [Kirchgessner, 1994].
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1.1

PARTE EXPERIMENTAL
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HPOTESIS

El 6xido nitrico ejerce una accién moduladora sobre la secrecién
pancredtica que requiere la integridad de las diferentes vias nitrérgicas

pancredticas para mantener los patrones normales de secrecién exocrina.

La conduccién neural nitrérgica interviene en el control de la secrecién y

participa en la respuesta tisular ante la pancreatitis aguda.

La gravedad del dafio tisular local generado en la pancreatitis aguda es en
parte dependiente de los productos de metabolizacién del 6xido nitrico

sintetizado durante la respuesta inflamatoria aguda.

OBJETIVOS

Identificar mediante manipulacién farmacolégica los efectos in vivo de la
inhibicién del 6xido nitrico en la secrecién exocrina pancredtica y su

relacion con la via nitrérgica afectada.

Investigar el resultado de la inhibici6n selectiva del isoenzima neural de la
sintasa del 6xido nitrico sobre la severidad de la pancreatitis aguda por

ceruleina.

Estudiar la participacién del 6xido nitrico en el desarrollo y gravedad de la

lesién tisular local en la pancreatitis aguda.
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2. METODOS
2.1 MATERIALES
Los reactivos fueron adquiridos a los siguientes proveedores:

Aceite de cacahuete. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Sigma-Aldrich Quimica S.A.
Alcobendas, Madrid.

Acido a-ketoglutarico. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.

Albimina sérica bovina. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.

Aminoguanidina. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.

Anticuerpo anti-iNOS. Cedido por Dr. Salvador Moncada.

Anticuerpo anti-nitrotirosina. Upstate Biotechnology. Lake Placid, NY, U.S.A.

Catéter de polietileno. Portex Limited. SIMS Industries. Hythe, Kent,

England.

Capsaicina. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.

Catalasa de Aspergillus niger. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas,
Madrid.

Ceruleina sulfatada sintética. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas,
Madrid.

Ditionito sédico. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.

Etanol absoluto. Merck. Darmstadt, Alemania.

Glutamato deshidrogenasa de higado bovino. Boehringer Manheim. GmbH.

Hexadeciltrimetil-amonium bromide (HDAB). Sigma-Aldrich Quimica S.A.
Alcobendas, Madrid.

Hemoglobina bovina. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.

Indazol. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.

Ketamina. Ketolar®. Parke-Davis, S-L, Barcelona.

Microcon 3. Amicon Inc. Beverly, MA, U.S.A.

L-NAME. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.

3-NADPH, sal tetrasddica. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.
N,N’-dimetilformamida. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.
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Nitrato reductasa de Aspergillus species (liofilizado). Boehringer Manheim.
GmbH.

Nitrito sédico. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.

Pentobarbital s6dico. Nembutal®, Laboratorios Abbott, North Chicago, IL,
U.S.A.

Péptido de activacidn del tripsindgeno. Biotrin. Dublin, Irlanda.

Sulfanilamida. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.

Taurocolato sédico. Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.

3,37,5-5"-tetrametilbenzidina (TMB). Sigma-Aldrich Quimica S.A.

Alcobendas, Madrid.
Tween 80.Sigma-Aldrich Quimica S.A. Alcobendas, Madrid.

Xilazina. Rompun®, Bayer, Leverkusen, Alemania.

2.2 ANIMALES

Todos los experimentos se realizaron en ratas macho Sprague-Dawley, de 300-320
g de peso. Los animales se mantuvieron en estabulario de acceso restringido, con
temperatura controlada de 23 + 1 °C y con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas cada
uno. Las ratas se mantuvieron en un nimero maximo de 5 por jaula, y se

alimentaron con comida estandar para roedores.
2.3  METODOLOGIA
Los estudios de secrecién pancredtica se realizaron en ratas anestesiadas con

ketamina (dosis de induccién anestésica 100 mg/kg por via i.p y matenimiento con
un tercio de esta dosis por via i.m.segiin las necesidades). En las ratas tratadas con

indazol, dado su efecto depresor sobre el sistema nervioso central, fue preciso
practicar traqueostomia para asegurar una adecuada ventilacidn.
Los estudios de pancreatitis aguda se realizaron en ratas conscientes cuando se

indujo pancreatitis edematosa y bajo anestesia (induccidn con pentobarbital sédico
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50 mg/kg por via i.p. y mantenimiento con ketamina + xilacina por via i.m) s6lo
durante el tiempo necesario para permitir la manipulacién quirirgica en el proceso

de induccién de la pancreatitis necrohemorragica.

Todos los experimentos se realizaron tras un periodo nocturno de ayunas de 16 a
18 horas.

2.3.1 Analisis de la secrecion exocrina pancreitica in vivo

Para el andlisis de la secrecion pancredtica in vivo se utilizé el modelo descrito por
Niederau y col. [Niederau, 1989]. En la rata anestesiada se colocé catéter de polietileno
(PE de calibre fino, DI 0.28 mm, DE 0.61 mm) para la administracién de farmacos
o de suero fisiolégico, que se conect6 a una bomba de infusién (Modelo Asid
Bonz PP 50-300. Sohn GmbH. Boblinhen, Alemania) para permitir un flujo
continuado de suero fisiolégico a 3 ml/h . Seguidamente se procedi6 a laparotomia
media, obertura longitudinal del duodeno y canulacién del conducto
biliopancredtico a través de la papila de Vater con cdnula de polietileno (DI 0.58,
DE 0.96).

La recogida de la secrecién pancredtica se inicid transcurridos 30 minutos de
drenaje libre del jugo biliopancredtico por la canula biliar. Este periodo de
equlibrado se establece para evitar el aumento de la secrecién pancreética
observado en ratas anestesiadas durante los 30-45 minutos siguientes a la
derivacion biliopancredtica. Transcurrido este intérvalo de tiempo, la secrecién

pancredtica se mantiene elevada durante mas de una hora [Green, 1972. Fushiki, 1987].

Tras los 30 minutos de equilibrado se inici6 la recogida de la secrecién en 6
fracciones consecutivas de diez minutos durante un periodo total de una hora en
viales prepesados Eppendorfs. En cada una de las muestras recogidas se estimo el
volumen segtin el peso del fluido y se calculé la produccién enzimética mediante la
determinacién de la acividad de amilasas (U/L). Las dos primeras fracciones de 10
minutos fueron consideradas como periodo basal de la secrecidn, y su débito
enzimético global se calculd en base a la media de la produccién de amilasa de

ambas muestras. Al finalizar los 20 minutos del periodo basal (tiempo 0) se
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administré en experimentos independientes suero fisilégico (400 pl, bolus e.v.) o
ceruleina a dosis diferentes (0.1, 0.25, 1, 10 o 50 pg/kg, en un volumen final de
400 pl en bolus i.v.). El débito total de amilasas correspondiente a las siguientes 4

fracciones de 10 minutos se establecié como el valor de la secrecion

pancreatica no estimulada (tras administracion de suero fisiolégico) o
estimulada (tras administracién de ceruleina), y sus valores se expresaron como

U de amilasa/10 minutos o como U de amilasa/40 minutos.

Para la determinacién de la actividad de amilasas se utlizaron alicuotas de 200 pl de
jugo biliopancredtico diluidas entre 1:100 y 1:1000. El andlisis de la actividad se

realiz6 con el test colorimétrico o-Amilasa P-Amy (Boehringer Mannheim

Systems) mediante lectura por sistema BM/Hitachi 717.

Es conocido el hecho de que la secrecién basal pancreética tiende a fluctuar
espontdneamente [Dale, 19891y que ciclicamente presenta picos de secrecidn,
aproximéddamente cada dos horas [Maouyo, 1995]. Para evitar el efecto de tales
variaciones sobre la produccién basal de amilasas el andlisis de la secrecion se
estandariz6 expresando el débito de amilasas del perfodo de respuesta como

porcentage de variacién respecto al valor del periodo basal.

Para evitar la pérdida de calor y la deshidratacién, los experimentos se realizaron
con proteccion de la incisura abdominal mediante gasa humedecida en suero

fisiolégico y bajo fuente de calor generado con ldmpara eléctrica.
2.3.2 Medicion de la presion arterial

El control de la tensién arterial se llevd a cabo en las ratas sometidas a estudio de la
secrecion pancredtica. El objetivo de estas determinaciones fue obtener una medida
indirecta del efecto endotelial dependiente de 6xido nitrico derivado de los
farmacos administrados. Los estudios se realizaron en ratas anestesiadas a las que
se colocd en arteria cardtida catéter de polietileno (PE-50) heparinizado conectado a
un transductor de presién (Hewlett Packard, 78205 A). Durante los 60 minutos de

duracién del experimento se efectud registro numérico continuo de la presion
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media arterial (PMA). En los 20 minutos iniciales se obtuvo la PMA basal y en los
40 minutos siguientes se registré la PMA en respuesta a diferentes farmacos (L-
NAME, hemoglobina, ceruleina, albiimina, indazol) administrados 2 minutos antes
del tiempo O.

El mismo catéter arterial se utiliz6 para extraccién de sangre antes de realizar la

infusién de hemoglobina.
2.3.3 Induccién de la pancreatitis aguda
2.3.3.1 PANCREATITIS AGUDA EDEMATOSA

La pancreatitis aguda edematosa se indujo mediante la hiperestimulacién
pancredtica con dosis supramdximas de ceruleina (péptido sintético con la misma
activididad biolégica que la colecistokinina). La administracion de ceruleina en una
cantidad 10-20 veces superior a la dosis secretora maxima conduce al desarrollo de
edema pancredtico, vacuolizacién acinar, infiltrado inflamatorio intersticial,
necrosis acinar menor y aumento de los niveles plasmaticos de enzimas
pancreéticos [Lampel, 1977]. Estos cambios tienen lugar en las primeras horas tras
iniciar la hiperestimulacién hormonal, siendo maximos entre las 3 y 6 horas, y

tienden a la completa resolucidn al cabo de 8-10 dias.

Sobre el modelo inicial descrito por Lampel y col. se han realizado multiples
modificaciones referentes a la dosis y via de administracién de la ceruleina, todas
ellas dando origen a un cuadro de pancreatitis edematosa muy reproducible. En el
presente estudio la pancreatitis edematosa fue inducida mediante la inyeccién i.p.
de dos dosis de 20 pg/kg de ceruleina, administradas en el intérvalo de 1 hora.

2.3.3.2 PANCREATITIS AGUDA NECROHEMORRAGICA

Para desarrollar lesiones severas en el pancreas se utilizé el método descrito por
Aho y col. [Aho, 1980] con algunas modificaciones. Este modelo se basa en el

desarrollo de pancreatitis necrohemorrdgica tras la inyeccién retrégrada de
taurocolato sédico en el conducto comtin biliopancredtico. La aplicacién intraductal
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de esta sal biliar genera en pocos minutos lesiones en el pancreas que son muy
prominentes a las 3 a 6 horas de la induccién. Los cambios histolégicos mas
caracteristicos son las hemorragias y la necrosis acinar masiva en la cabeza
pancredtica, la infiltracién inflamatoria y necrosis de la grasa peripancreética, y una

afectaciéon menor del cuerpo y cola [Aho, 1980].

La induccién de la pancreatitis se realiz6 en ratas que se mantuvieron anestesiadas
durante todo el procedimiento quirdrgico (pentobarbital sédico 50 mg/kg, i.p y
mantenimiento con ketamina y xilacina, i.m.). Tras practicar laparotomia media y
obertura longitudinal del duodeno se canulé con catéter de polietileno (PE, DI
0.58, DE 0.96) el conducto biliopancreatico comun a través de la papila de Vater.
Se efectud ligadura de dicho conducto a nivel del hilio hepatico con hilo de seda 2-
0 y posteriormente se inyectaron 400 pl de taurocolato sédico en una solucién al
5% en suero fisioldgico. La inyeccién se realizé de forma manual con jeringa
Hamilton en un tiempo minimo de 8 minutos. Finalizada la aplicacion de la sal
biliar se retir6 el catéter, se liberé la ligadura del conducto biliopancreatico a nivel
del hilio hepdtico y se suturaron las incisiones de duodeno y pared abdominal para
evitar la pérdida de liquido y de calor corporal.

Durante todo el periodo postanestésicos, las ratas se mantuvieron bajo temperatura

controlada mediante calor generado por fuente de luz.

2.3.4 Medicion de los parametros de gravedad de la lesién

pancreatica
2.3.4.1 EXAMEN HISTOLOGICO

Los pancreas extraidos fueron preservados inmediatamente en formol tamponado
al 10%, y posteriormente incluidos en parafina, cortados en secciones de 5 L'y
tefiidos con hematoxilina-eosina. El estudio de todas las muestras fue realizado por
un patélogo experimentado (Dr. Antonio Salas), quien valor6 la lesion pancredtica
segiin la existencia e intensidad de las siguientes alteraciones: edema, necrosis
acinar, necrosis de la grasa peripancredtica, hemorragias, vacuolizacién acinar e

infiltrado inflamatorio.
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2.3.4.2 ACTIVIDAD PLASMATICA DE AMILASAS

La actividad de amilasas se determiné en alicuotas de 200 pl de plasma dilucién
1:1000. El andlisis de la actividad se realiz6 con el test colorimétrico o-Amilasa P-
Amy (Boehringer Mannheim Systems) mediante lectura por sistema BM/Hitachi
717. Este test enzimético determina cuantitativamente la o-amilasa tipo P

(pancredtica), la cual se forma casi exclusivamente en el pancreas. Los resultados

se expresan en U/L.

2.3.4.3 CUANTIFICACION BIOQUIMICA DE LA INFILTRACION LEUCOCITARIA TISULAR

Como indice del grado de infiltracién leucocitaria en el tejido pancredtico se utilizd
la actividad enzimaética de la mieloperoxidasa (MPO), que fue cuantificada mediante
ensayo de peroxidacién siguiendo el método de Grisham y col. [Grisham, 1990]. Esta
peroxidasa se halla contenida en los neutréfilos, eosinéfilos y monocitos, aunque

son los neutrdfilos las células predominantes en la respuesta inflamatoria aguda.

La determinacién de MPO se realiz6 en péncreas que, tras su extraccion, fueron
inmediatamente congelados en nitrégeno liquido y guardados a -80°C. Una vez
descongeladas y pesadas las muestras de tejido, éstas se homogeneizaron en 10
volumenes (peso/vol) de tamp6n fosfato potdsico 20 mM (pH 7.4) con
homogeneizador tisular durante 20 segundos y el homogenado resultante se
centrifugé a 17.000 g durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se
desecho por ser la fraccion donde se hallan 1a mayoria de proteinas y substratos
citos6licos (hemoglobina, mioglobina, catalasa, ascorbato, glutation reducido), los
cuales pueden interferirir en el resultado. El precipitado, que contiene més del 90%
de la actividad total MPO, fue resuspendido en 1 ml de 4cido acético 50 mM (pH
6) con 0.5% (peso/vol) de HDTAB (hexadeciltrimetil-amonium bromide) y EDTA
10 mM. Para solubilizar la mayor parte posible de MPO, la muestra fue congelada,
descongelada y sonicada durante 30 segundos a 50 w. En el homogenado
resultante se midio la actividad MPO en base a la oxidacién de 1a 3,37,5,5"-
tetrametilbenzidina (TMB) dependiente de la accién H,O,, que da lugar a un
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cromégeno azul con una logitud de onda maxima a 655 nm. Para ello, a 50 ul de
muestra se afiadieron 0.5 ml del siguiente tamp6n: fosfato potasico 80 mM (pH
5.4), 0.5% (peso/vol) de HETAB y 1.6 mM de TMB, éste dltimo desde una
solucién 10 mM preparada en N,N -dimetilformamida. La mezcla se calent6 a

37°C durante 5 minutos, se afiadié HyO, 0.3 mM y se incubd a 37°C durante 3

minutos. La reaccién se detuvo mediante la adicién en primer lugar de catalasa (20
Lg/ml) y a los tres minutos de 2 ml de acetato sédico 0.2 M (pH 3). Se colocaron

las muestras en hielo y se ley6 la absorvancia a 655 nm mediante espectofotémetro
Shimazdi UV-160A.

Una unidad de actividad MPO se definié como la cantidad de enzima que produce
un cambio de 1.0 en la absorvancia por minuto a 37°C. Los resultados fueron
expresaron en unidades por 100 mg de proteinas. Cada una de las muestras se

procesé por duplicado.
2.3.4.4 MEDICION DE PEPTIDOS DE ACTIVACION DEL TRIPSINOGENO

Los péptidos de activacion del tripsindgeno (TAP) reflejan la conversion
enzimdtica del tripsindgeno en tripsina, que en condiciones fisiolégicas tiene lugar
en el intestino por accidn de las enterokinasas. En la pancreatitis aguda la
inadecuada activacién de proteasas en el pancreas da lugar a la produccién
extraluminal de estos péptidos. La concentracién de TAP en tejido pancreético,
plasma, ascitis y orina se correlaciona con el grado de lesién pancredtica
(especialmente con la necrosis acinar) y con la mortalidad de la pancreatitis aguda
experimental. En el presente estudio, nosotros determinamos la concentracién de
TAP en pancreas porque ofrece una alta correlacién con la gravedad de lesién
pancredtica, tanto en la pancreatitis edematosa como en la necrohemorragica. En
plasma y orina, la cuantificacién de este péptido presenta la limitacién de
infravalorar la lesién ocurrida en la forma necrohemorrigica debido a que la

deficiente perfusion tisular impide la llegada del TAP generado en pancreas a la

circulacién sanguinea [Foitzik, 1995].

Para determinar la concentracion de TAP se utilzaron dos muestras de cada
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pancreas, de unos 100 mg cada una, preservadas a -80°C tras su extraccién. En
una proporcién 100 mg/ml, los tejidos fueron incluidos en tampén Tris-HC] 0.2 M
mas EDTA 20 mM, pH 7.3, e inmediatamente hervidos a 100°C durante 15
minutos con el fin de desnaturalizar la actividad de las proteasas pancreéticas.
Seguidamente las muestras fueron homogeneizadas autométicamente (Tissue
Tearor. Modelo 985-370. Biosnec Products, Inc. Racine, WI, U.S.A.) durante 15
segundos y centrifugadas (1400 g, 10 minutos, 4°C). El sobrenadante obtenido
fue recogido en alicuotas y guardado a -80°C hasta su anélisis. La cuantificacién de
TAP se realizé mediante kit comercial de enzimo inmuno ensayo (Trypsinogen

Activation Peptide, Biotrin. Dublin, Irlanda).
2.6 Mediciéon de nitritos/nitratos en sangre

La concentracion de 6xido nitrico en plasma se determiné indirectamente a través
de la cuantificacién de nitritos y nitratos (principales metabolitos del NO) mediante
la reaccidén de Griess segiin el método descrito por Hevel y col. [Hevel, 1994]. En
este procedimiento colorimétrico los nitratos son reducidos a nitritos mediante la
accion de la nitrato reductasa. En medio 4cido los nitritos reaccionan con el dcido
sulfanilico dando origen a un compuesto diazoico, el cual produce al reaccionar
con el naftileno diamino dihidrocloro un compuesto color pirpura con un espectro
de absorcidn caracteristico. Los nitratos no producen esta reaccién con la
sulfanilamida, por lo que en este método deben ser siempre reducidos previamente

a nitritos para reaccionar con los reactivos de Griess.

Para la reduccién de nitratos a nitritos, las muestras plasmaticas fueron incubadas
con nitrato reductasa (60 mM) en presencia de NADPH (25 uM) durante 30
minutos a temeratura ambiente. Seguidamente, y con el fin de retirar el exceso de
NADPH que podria interferir con el reactivo de Griess, se realizd incubacién de las

muestras durante 10 minutos a temperatura ambiente con L-glutamato
deshidrogenasa (200 mU) , cloruro aménico (100 mM) y 4cido a-ketoglutérico (4

mM). Finalmente se procedié a la reaccidén de los nitritos con el reactivo de Griess
(0.1% naftaleno diamino dihidrcloro y 1% de sulfanilamida en 4cido fosférico al

5%) durante 5 minutos a 37°C. La absorvancia fue medida a 543 nm mediante
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espectofotdémetro Shimazdi UV-160A. Todas las muestras fueron determinadas

por duplicado.
2.7 Estudios inmunohistoquimicos en tejido pancreatico

Los exdmenes inmunohistoquimicos se realizaron en pancreas procedentes de ratas
sometidas a la induccion de pancreatitis edematosa o pancreatitis
necrohemorrégica, asi como de los respectivos grupos control tratados con suero
fisiol6gico intraperitoneal o intraductal. Las muestras de tejido pancredtico fueron
fijadas tras su extraccién en formol tamponado al 10% y posteriormente incluidas

en parafina.

En estas muestras se realizaron tinciones inmunohistoquimicas para la deteccién
del isoenzima inducible de la NOS mediante anticuerpo policlonal de conejo
anti-iNOS (cedido por el Dr. Salvador Moncada).

Con el fin de averiguar si este isoenzima, ademdas de expresasrse en el tejido
agredido, participa de forma activa en el desarrollo de la lesién pancreética, se
investigé la presencia de nitrotirosina mediante inmunotincién del pancreas con
un anticuerpo IgG monoclonal de rat6n anti-nitrotirosina. Este aminoécido nitrado
constituye un marcador de la nitracién proteica ocasionada por formacién y
actividad del peroxinitrito, un potente oxidante derivado de la metabolizacién del

dxido nitrico al reaccionar con el radical superdxido.

Los estudios inmunohistoquimicos se realizaron mediante el método de
Streptavidina-Biotina-peroxidasa (Biomeda Corp., Foster City, CA, U.S.A.). Se
prepararon secciones de tejido parafinado de 5 micras de grosor que fueron
incluidas en perdxido de hidrégeno al 0.03% en metanol. La reactividad proteica
inespecifica fue bloqueada mediante incubacién con Redusol (Biomeda Corp.,
Foster City, CA, U.S.A.). Se secaron los tejidos para retirar el exceso de suero
afiadido y se incubaron durante 10 minutos con el anticuerpo anti-iNOS o anti-
nitrotirosina diluido (1:2000 para iNOS; 1:100 para nitrotirosina). A continuacion

se efectuaron incubaciones sucesivas con el anticuerpo secundario biotinilado y
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con el complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa (Universal LSAB kit/HRP,
DAKO Corp., Glostrup, Denmark) durante 10 minutos cada una.

Para revelar la actividad de la peroxidasa se incubaron las muestras durante 4
minutos con el agente cromégeno diaminobenzidina. Finalmente se realiz6
contraticién con Hematoxilina, deshidratacién y montaje de las muetras con DPX.
La reaccién de la 3-3"-diaminobenzidina con la peroxidasa unida al anticuerpo
secundario produce un color marrén que indica la presencia de iNOS o

nitrotirosina en el tejido.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo a 40°C en el dispositivo de
automatizacién Microprobe de Biomeda Corp., Foster City, CA, U.S.A. Entre los
distintos pasos los cortes se lavaron con tampén salino de fosfatos (PBS), pH 7.4.

Los controles negativos de los tejidos estudiados se realizaron omitiendo en el

procedimiento anterior la incubacidn con el anticuerpo primario (anti-iNOS o anti-

nitrotirosina).
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2.4 DI1SENO EXPERIMENTAL

2.4.1 Estudio de la modulacién nitrérgica en la secrecion

pancreatica

Los siguientes experimentos se realizaron con el objetivo de identificar e
individualizar los efectos del 6xido nitrico sobre la secrecién pancredtica exocrina
en funcién del isoenzima (neural, endotelial o inducible) responsable de su
produccién. Para ello, grupos independientes de ratas fueron tratados con
diferentes farmacos que poseen una accién conocida sobre la actividad enzimatica
de la NOS o sobre la propia molécula de 6xido nitrico y su efecto sobre la
secrecion pancredtica se evalué en condiciones basales o tras estimulacién con

ceruleina.
2.4.1.1 INHIBICION DE LA NOS TorAL

Para bloquear de forma inespecifica y universal la actividad enzimética de la NOS

se utiliz6 L-NAME (NG-nitro-L-arginin metil ester).

Este inhibidor se administré 2 minutos antes del tiempo 0 del experimento, a dosis

de 30 mg/kg, en forma de bolus e.v., y su efecto sobre la secrecién pancreética no

estimulada se evalué durante los 40 minutos siguientes.

Es conocido que la accién inhibidora de L-NAME sobre 1a NOS neural se
manifiesta de forma completa transcurridos 15 minutos desde su administracién
[Moore PK, 1991]. Basado en este hecho, se realiz6 una segunda serie de
experimentos dirigidos a investigar la participacién de la NOS neural en la
secrecion pancredtica. Para ello se analizd la secrecion pancredtica estimulada
mediante dosis supramdximas de ceruleina (10 g/kg, i.v en el tiempo 0) en dos
series independientes de experimentos realizadas a diferentes tiempos: 25
minutos después de la administracién L-NAME (30 mg/kg, i.v.), periodo
adecuado para conseguir la inhibicién completa de la NOS endotelial y neural, y a
los 2 minutos de infundir la misma dosis de L-NAME, tiempo adecuado para
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inhibir la NOS endotelial, pero insuficiente para lograr el bloqueo de la isoenzima

neural.
2.4.1.2 INHIBICION DE LA NOS NEURAL

Como inhibidor selectivo in vivo de la NOS neural se administr6 el compuesto
heterociclico indazol. Para su administracién se prepard una solucién compuesta
de una parte de etanol puro y cinco partes de aceite de cacahuete (vol/vol), en un

volumen maximo de 1 ml.

En una primera serie de experimentos se administré una dosis de indazol (100
mg/kg, i.p.) o de excipiente (alcohol més aceite de cachuete) 2 minutos antes del

tiempo 0 y se analizé su efecto sobre la secrecién pancredtica no estimulada.

Para estudiar el efecto de la inhibicién de la NOS neural sobre la secrecién

pancredtica estimulada se establecieron otros dos protocolos de tratamiento. En uno

de ellos las ratas recibieron 2 dosis iguales de indazol (50 mg/kg, i.p.) 50 minutos
y 5 minutos antes del tiempo 0. En grupos independientes de ratas pretratadas se
estudié el efecto del indazol en la secrecién pancredtica en respuesta a la
estimulacién con diferentes dosis de ceruleina: 0.1, 0.25, 1, 10 0 50 g/kg (bolus
i.v en el tiempo 0). En el segundo grupo de tratamiento se administré indazol (100
mg/kg, i.p.) o excipiente 2 minutos antes de la estimulacién pancreética con dosis

supramaximas de ceruleina (10 pg/kg, i.v., tiempo 0).

2.4.1.3 ABLACCION SENSORIAL DE FIBRAS NEURALES AFERENTES

Esta serie de experimentos se disefié para investigar el efecto de la destruccion
funcional de las fibras nerviosas capsaicin sensibles sobre la secrecién pancreatica
estimulada en respuesta a dosis supramaximas de ceruleina (10g/kg, i.v). Las ratas

fueron pretratadas con capsaicina de forma sistémica o local 5 dias antes de evaluar

la respuesta secretora del pancreas.

La capsaicina en solucién al 0.5y 1% (peso:vol) se preparé mediante disolucion
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en 10% de etanol absoluto, 10% de Tween 80 y 80% de suero fisiol6gico
(vol/vol/vol).

Administracion sistémica de capsaicina. En ratas anestesiadas superficialmente con
éter se inyectd por via subcutanea 3 dosis de 50 mg/kg de capsaicina en los dias 5,
4y 3 previos al estudio de secrecién pancredtica. Mediante este esquema de
tratamiento con capsaicina se logra la desfuncionalizacion de las fibras aferentes
sensoriales primarias [Martling CR , 1987]. Los animales fueron pretratados con
terbutalina (0.1 mg/kg, i.m) y aminofilina (10 mg/kg, i.m) antes de las inyecciones
de capasaicina con el objeto de prevenir el desarrollo de distres respiratorio agudo.
La efectividad del tratamiento con capsaicina se verific el dia antes de los
experimentos de secrecion mediante el test del parpadeo [Girolomoni, 1990], que
consiste en detectar la alteracién quimiosensitiva tras la instilacién intraocular de
una gota de capsaicina al 0.1% en etanol:suero fisildgico (vol:vol, 1:1). Esta
prueba demuestra la efectividad del tratamiento cuando existe una reduccion de la
frecuencia de parpadeo superior al 80% respecto a las ratas no tratadas con

capsaicina

Administracion local de capsaicina. Las ratas fueron anestesiadas con ketamina

(100 mg/kg, i.p.) y pretratadas con terbutalina y aminofilina del mismo modo que
en el grupo de capsaicina sistémica. Se practicé laparotomia media, se identificaron
ambos troncos vagales a nivel supradiafragmadtico y se disecaron de estructuras
adyacentes para permitir la colocacién alrededor de ambos nervios de una torunda
de gasa empapada en 100 pl de capsaicina al 0.1%. Al mismo tiempo, para
desfuncionalizar las vias enteropancredticas capsaicin sensibles, se hizo avanzar
hasta duodeno una gasa empapada con 200 pl de capsaicina al 0.5%. A los 30
minutos se retiraron las torundas (perivagales e intraduodenales), se realizé
limpieza de las zonas manipuladas con suero fisioldgico y se suturaron estémago e
incision abdominal. Los experimentos de secrecion pancredtica fueron realizados 5

dias después.
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2.4.1.4 INHIBICION DE LA NOS INDUCIBLE

Para lograr la inhibicién selectiva del isoenzima inducible de la NOS se utiliz6
aminoguanidina. Los resultados obtenidos sirvieron como control de la
inhibicién de la NOS constitutiva (endotelial y/o neural). La aminoguanidina se
disolvié en suero fisiolégico en una concentracién 0.4 M y se administré 60

minutos antes del tiempo O a una dosis de 40 mg/kg, e.v.
2.4.1.5 SUSTRACCION DEL OXIDO NfTRICO CIRCULANTE

Con el objetivo de retirar el 6xido nitrico que circula en el torrente sanguineo se
disefi6 una serie de experimentos en los que las ratas fueron tratadas con
hemoglobina reducida. Siguiendo el método descrito por Martin y col. [Martin,
1985), se prepard en agua destilada una solucién 1 mM de hemoglobina y a ésta se

afiadi6 un exceso 10 M del agente reductor ditionito sédico (Na,S,0,).

Transcurrido el tiempo necesario para la reduccién completa de la hemoglobina (15
minutos), el ditionito sédico fue eliminado mediante diélisis en membrana de
celofan (8/31, 6.3 mm de didmetro; Medicell Int. Ltd., Londres, Reino Unido)
contra 100 voliimenes de suero fisioldgico, en sistema giratorio continuo, a 4°C,
durante 2 horas. La solucién obtenida fue alicuotada y congelada a -80°C hasta su

utilizacién.

En el tiempo 0, previo acondicionamiento de la hemoglobina a 37°C, se administré
por el catéter venoso un dosis de 500 mg/kg en un volumen de 1 ml en forma de
bolus e.v., seguido de la perfusién durante 2 minutos de la misma dosis en 1 ml
(total: 1 g/kg de hemoglobina reducida en un volumen de 2 ml). Con el fin de no
originar cambios agudos de volumen intravascular, previamente a la infusién de
hemoglobina se extrajeron 2 ml de sangre por el catéter carotideo . La presion
arterial fue monitorizada durante todo el experimento y la secrecién pancreatica

recogida en fracciones de 10 minutos como se ha descrito previamente.

En experimentos independientes se estudi6 la_secrecién pancredtica no estimulada
tras la administracién de hemoglobina y la secrecién pancreética estimulada con
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cerulefna (10 pg/kg, i.v.) administrada a los dos minutos de finalizar la infusién de

hemoglobina.

Para excluir el efecto derivado de un aumento de la presién oncética que la
hemoglobina pudiese generar, se realizé otra serie de experimentos en los que las
ratas recibieron una cantidad de albiimina con una capacidad oncética equivalente
a la de la hemoglobina infundida [Thompson, 1994]. Siguiendo el disefio anterior, se
administraron 2 ml (971 mg/kg) de una solucién de albimina al 14.56%, bajo
control continuo de la tensién arterial y cuantificacién del débito de amilasas

durante los 40 minutos posteriores a la infusién.

2.4.2 Estudio de la inhibicién de la NOS neural en la pancreatitis

aguda edematosa

Esta serie de experimentos constituye una extensién de estudios realizados
previamente por Molero y col. sobre el efecto del 6xido nitrico en la pancreatitis
aguda edematosa en ratas, cuyos resultados ponen de manifiesto un
empeoramiento del proceso inflamatorio local (mayor amilasemia e infiltracién
leucocitaria en pancreas) cuando éstas son tratadas con L-NAME y una mejoria

histolégica cuando reciben tratamiento con nitroprusiato sédico [Molero, 1995].

Dado que el L-NAME es un inhibidor de los tres isoenzimas de la NOS se disefié
el siguiente estudio dirigido a investigar la participacién del isoenzima neural de
NOS en este modelo de pancreatitis. Para responder a esta cuestién se practicé una
inhibicién selectiva de la isoenzima neural de la NOS mediante la administracién de
indazol. Para su aplicacién éste se solubilizé al 1.5% mediante sonicacién y

calentamiento en carbonato sédico al 0.5% y etanol puro (vol:vol, 1:1), pH 7.4.

La pancreatitis aguda se indujo en ratas anestesiadas con ketamina mediante la
inyeccion i.p. de 4 dosis de ceruleina (20 pg/kg) a intérvalos de 1 hora. El indazol
se administré 30 minutos antes de iniciar la induccién (50 mg/kg,i.p.)y a
intérvalos de una hora (10 mg/kg, i.m.) con el fin de mantener la inhibicién
enzimdtica de la NOS neural. En el grupo control se administro, segin el esquema
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anterior, tratamiento con ceruleina y el excipiente del indazol.

A las 9 horas de la primera inyeccidn de ceruleina, previa extraccién de sangre
mediante puncién cardiaca con jeringa heparinizada, las ratas se mataron por
dislocacién cervical. Se resecd el pancreas a través de incisura abdominal
longitudinal, disecdndolo de la grasa y de estructuras ganglionares adyacentes, y se
dividi6 en dos piezas. Unas se congelaron inmediatamente tras su extraccién en
nitrégeno liquido y se guardaron a -80°C hasta ser procesadas para cuantificacién
de la actividad mieloperoxidasa (pardmetro que refleja el grado de infiltracién
leucocitaria tisular). En los otros fragmentos de pancreas se determiné el edema
pancredtico. Para ello se obtuvo el peso en fresco de la pieza y el peso tras su
desecacién en estufa a 160°C durante 24 horas. El contenido liquido tisular se

calcul6 como porcentage del peso fresco del pancreas.

La sangre extraida se centrifugé a 1400 g durante 10 minutos y del plasma

obtenido se hicieron diluciones 1:2000 para andlisis de la actividad de amilasas.

2.4.2 Estudio de la implicacion del 6xido nitrico en la pancreatitis

aguda
2.4.3.1 RELACION DEL NO CON LA GRAVEDAD DE LA PANCREATITIS AGUDA

La pancreatitis aguda fue inducida en dos modelos experimentales de diferente
gravedad con el fin de investigar la implicacién del 6xido nitrico en la severidad de
la lesién pancredtica. Se establecieron 3 grupos de estudio, cada uno de ellos

compuesto por un ndmero de 6 a 8 ratas, que fueron:

A) Grupo de pancreas normal. Ratas que no recibieron tratamiento alguno.
B) Grupo de pancreatitis edematosa. Ratas tratadas con dos dosis
supraméximas de ceruleina (20 pg/kg en un volumen de 400 pl, i.p.) en un

intérvalo de 1 hora.
C) Grupo de pancreatitis necrohemorragica. Ratas a las que se aplicé 400 pl

de taurocolato sddico al 4% intraductal.
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Transcurridas 6 horas desde la primera inyeccién de ceruleina o desde la aplicacién
intraductal de taurocolato sédico se obtuvo sangre mediante puncion cardiaca con
jeringa heparinizada y se mataron los animales para extraccién del pancreas y

posterior estudio histolégico o bioquimico.

La sangre extraida se centrifugd a x 1400 g y en el plasma resultante se

determinaron los siguientes pardmetros:

VActividad de AMILASAS
vConcentracién de NITRITOS/NITRATOS

El pancreas obtenido se dividi6 en varias piezas que fueron congeladas en
nitrégeno liquido y guardadas a -80°C (a) o fijadas en formaldehido al 10% (b)

para realizar las siguientes determinaciones:

(@)  Actividad MIELOPEROXIDASA
V Concentracién de PEPTIDOS DE ACTIVACION DEL TRIPSINOGENO

(TAP)

(b) ~ ESTUDIO HISTOLOGICO
v ESTUDIO INMUNOHISTOQIMICO para deteccidn de nitrotirosina y de
la NOS inducible

2.4.3.2 CONSECUENCIAS DE LA INHIBICION DE LA NOS INDUCIBLE

Con el objetivo de investigar el efecto de la inhibicién de la NOS inducible sobre
el grado de lesién pancredtica en la pancreatitis aguda, se repitié el mismo
protocolo de trabajo anterior en ratas pretratadas con aminoguanidina. Este
inhibidor selectivo de la NOS inducible se administré por via i.p. en tres dosis de
100 mg/kg/dia, los dos dias previos y una hora antes de inducir la pancreatitis
aguda. Experimentos previos han mostrado la efectividad de este régimen de
tratamiento en la inhibicién total de la isoenzima inducible de la NOS. La

aminoguanidina fue preparada en fresco antes de su administracién mediante
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disolucién en suero fisiolégico a una concentracién 0.4 M.
Los estudios bioquimicos e histolégicos fueron los mismos que los realizados en

los grupos no tratados con aminoguanidina, y los resultados obtenidos fueron

comprarados con los del correspondiente grupo de pancreatitis no pretratado.
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2.5 ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS
Los resultados se expresan como media * error estandar de la media (media + EE).

La comparacién entre los pardmetros de dos grupos se realizé mediante la prueba "¢
de Student" para datos no pareados.

Cuando se evaluaron diferencias entre més de dos grupos de animales se utiliz6 el
andlisis de la varianza (ANOVA) para datos no pareados seguido de correccién de
Fisher.

Para el anélisis de la actividad mieloperoxidasa tisular entre diferentes grupos de
pancreatitis se realiz6 transformacién logaritmica de los datos con el fin de evitar la
diferente dispersion de los datos observados que comporta una actividad

enzimadtica en reposo o tras su activacion.

La correlacién entre dos variables se realizé mediante andlisis de regresion.
Las curvas de secrecién enzimética no estimulada obtenidas en respuesta a la
administracién de diferentes formacos se compararon mediante el andlisis de la

varianza para mediciones repetidas seguido de correccion de Fisher.

El nivel de significacidn estadistica se considerd en el 5% (p < 0.05).
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3. RESULTADOS

3.1 EFECTOS DE LA INHIBICION DEL NO SOBRE LA SECRECION
PANCREATICA

3.1.1 Patréon normal de secreciéon. Estimulaciéon con ceruleina

La secrecién pancredtica no estimulada fue de 343 + 44 U de amilasas/40 minutos.
La estimulacién hormonal del pancreas con dosis éptimas de ceruleina (0.1 y 0.25
Meg/kg) indujo una respuesta médxima de la secrecién exocrina, aumentando el
débito de amilasas a 2355 & 320 y 3998 + 300 U/40 min, respectivamente. La
administracién de dosis superiores a 0.25 pg/kg (dosis supramaximas) resulté en
la obtencién de una curva decreciente de secrecién, de manera que con niveles de
10y 50 ng/kg de ceruleina el débito de amilasas se redujo a valores equiparables a
los de la secrecion no estimulada (225 £ 26 y 150 £ 70 U/40 min,

respectivamente) (figura 1).

La curva dosis-respuesta obtenida mediante la estimulacién con dosis crecientes de
ceruleina es un aspecto conocido de la secrecién pancreética, como asi lo
demuestran estudios fisiol6gicos realizados en acinis dispersos [Jensen, 1994],
pancreas de rata aislado [Otsuki M. 19791 y en ratas in vivo [Niederau M, 1989; Nagain,

1991].
3.1.2 Inhibicion del NO
3.1.2.1 EFECTOS SOBRE LA TENSION ARTERIAL

La presion media arterial (PMA) observada en condiciones basales fue de 113 £ 2
mmHg. Con el fin de evitar la variabilidad de PMA basal existente entre las ratas,
los cambios de presién experimentados tras la administracion de diferentes
farmacos se expresan como incremento en mm Hg respecto a su propia PMA
basal. Como incremento de presion se considerd la diferencia entre la cifra méxima

de PMA registrada y la PMA basal. Datos representados en la figura 2.
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La infusién e.v. de hemoglobina reducida ocasioné un aumento rdpido y
marcado de la PMA (60 £ 3 mm Hg sobre el valor basal, media + EE). Este efecto
fue reversible, retornando de nuevo la PMA a cifras basales en un tiempo medio de
11 = 0.5 minutos (media + EE).

Del mismo modo, la administracién de ceruleina a dosis supramaximas de
10 pg/kg produjo un marcado y brusco incremento de la PMA basal (60 + 4 mm
Hg), comparable al inducido por la hemoglobina reducida, aunque de menor
duracién (5.25 =+ 0.5 minutos). Contrariamente, cuando se utilizaron dosis
subdptimas de ceruleina (0.1ug/kg) la PMA basal experiment6 una pequeiia,
aunque significativa, reduccién (-7.5 £ 1.9 mm Hg, p<0.05 respecto a los demds

grupos de tratamiento) de caracter transitorio (5 0.7 minutos).

El efecto de L-NAME sobre la PMA se caracterizé por alcanzar un valor 1.8
veces superior al basal (85.5 = 9 mm Hg), siguiéndose de un descenso lento y
parcial hasta un valor de 1.6 de la PMA basal al final del periodo de observacién de
40 minutos. El incremento de presién originado por L-NAME fue
significativamente superior al desarrollado tras la administracién aislada de
hemoglobina reducida o de 10 ug/kg de ceruleina (p<0.05). Por el contrario, la
combinacién de hemoglobina y dosis supramaximas de ceruleina
intensific6 el aumento de la PMA obtenido por ambos fairmacos por separado (74
+ 5 mm Hg, p<0.05 respecto a hemoglobina sola y a ceruleina 10 pg/kg sola) e
igualé el incremento producido por L-NAME (p > 0,05).

La administracién i.p. de indazol no modificé las cifras de la PMA durante el

periodo de observacién (incremento de 1.2 £ 1 mm Hg).
El tratamiento con albiimina en una cantidad isooncética a la de la hemoglobina
utilizada causé un incremento de 14.7 +4 mm Hg, efecto que fue de menor

intensidad (p<0.05) y menor duracién (6.25 =+ 0.25 minutos) que el generado por
la hemoglobina o L-NAME .

3.1.2.2 EFECTOS SOBRE LA SECRECION NO ESTIMULADA
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La secrecién basal de cada rata se considerd como valor 100%. El efecto de los
diferentes farmacos sobre la secrecion pancreética no estimulada ha sido expresado
como el porcenteje de variacion (incremento o disminucién) del débito de amilasas
(unidades de actividad enzimaética) durante 40 minutos respecto al propio valor de
secrecion basal. Esta estandarizacién de resultados pretende evitar las fluctuaciones
de secrecién que tienen lugar de forma ciclica. Los valores estdn individualizados

en periodos de 10 minutos y se hallan representados en la figura 3.

El grupo control, que recibié 200 pl de suero fisiolégico en el tiempo O,
experiment6 un ligero aumento del débito de amilasas recogido en 40 minutos
(101.7 = 7.7 % del valor basal)

Tanto L-NAME (infundido 2 minutos antes de iniciar la recogida de la secrecidn)
como la sustraccién del NO circulante con hemoglobina redujeron el débito de
amilasas en los 40 minutos posteriores a su administracién al 78.7+9.2 %y 65.5
7.2 %, respectivamente, del valor basal (p < 0.05 respecto al grupo control).

En contraste, tras la administracion de albiimina en una cantidad isooncética a la
de la hemoglobina utilizada, no se observé reduccién de la secrecion sino que, por
el contrario, se obtuvo un pequefio aunque significativo aumento del débito
enzimético (118.2 £ 8.7 %, p < 0.05 respecto al grupo control y a los demds

grupos de tratamiento).

La inhibicion de la NOS neural con indazol resulté en una importante reduccién
del débito de amilasas durante 40 minutos (43,7 = 9,2 %, p < 0.05 respecto al

grupo control y a los demds grupos de tratamiento).

Cuando las ratas recibieron capasaicina sistémica con el fin de inhibir la NOS
neural el débito basal de amilasas se redujo un 45% (47.4 =8 vs 85.8+ 11 U/10
min, p < 0.05), de forma equiparable al efecto de indazol (42.5 £ 7 U/10 min, p >
0.05 respecto a capsaicina). Dado que la secrecién basal (media de dos periodos de
10 minutos) obtenido a los 5 dias de aplicar la capsaicina es un valor estable,

unicamente se compara este perfodo y no el de 40 minutos .
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La inhibicién selectiva de la iNOS con aminoguanidina no modificé el débito
basal de amilasas (74.8 £ 20 U/10 min, p < 0.05 respecto a la secrecién basal).

3.1.2.3EFECTOS SOBRE LA SECRECION ESTIMULADA

Inhibicién de la NOS neural

INDAZOL (Figura 4). La administracién aislada de indazol redujo
significativamente la secrecion de amilasas recogida durante 40 minutos en
comparacion con la observada en ratas no tratadas. El efecto de indazol sobre la
curva de secrecién en respuesta a dosis crecientes de ceruleina mostré un
desplazamiento hacia la derecha de la respuesta secretora a la estimulacién
hormonal. Con dosis subéptimas (0.1 pug/kg) y 6ptimas (0.25 pg/kg) de ceruleina
la secrecidn no se vio modificada en las ratas pretratadas con indazol. Sin
embargo, el efecto inhibitorio causado por dosis supramaximas de ceruleina (10
ng/kg) sobre la secrecidon enzimadtica fue parcialmente revertido en las ratas que
recibieron indazol. Cuando la dosis de ceruleina se incrementé a 50 pg/kg, indazol
contrarrestd también de forma significativa la inhibicién de la secrecién aunque en
menor grado que el ocasionado con 10 pg/kg de ceruleina. Este hecho sugiere que
la inhibicién de la NOS neural provoca un aumento del umbral inhibitorio generado
por altas dosis de ceruleina, es decir, una desensibilizacién de las vias inhibitorias

de la secrecion activadas por la estimulacién hormonal supramaxima.

El efecto del indazol sobre la secrecién estimulada no varié cuando éste se aplicd

50 minutos 0 2 minutos antes de la administracion de ceruleina.

CAPSAICINA (Figura 5). La ablaccién sensorial de las fibras nerviosas sensitivas
reprodujo el efecto observado en las ratas tratadas con indazol, de forma que la
aplicacion local o sitémica de capsaicina contrarrestd el efecto inhibitorio sobre la
produccién de amilasas generado por dosis supramdximas (10 pg/kg) de ceruleina
(1023 % 200 U/40 min frente a ceruleina sola 260 + 43 U/40 min, p < 0.05).
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L-NAME (Figura 5). La administraciéon de L-NAME 2 minutos antes de la
estimulacién pancréatica con dosis supraméximas de ceruleina (10 pg/kg)
intensificé la inhibicién de la secrecion de amilasas (85 + 16 U/40 min frente a
ceruleina sola 260 + 43 U/40 min, p < 0,05). Contrariamente, la aplicacién de L-
NAME 25 minutos antes de la estimulacién con 10 pg/kg de ceruleina produjo una
repuesta paraddjica contrarrestando, al igual que se observé con indazol o con
capsaicina, el efecto inhibitorio inducido por dosis altas de ceruleina (1730 £ 150
U/40 min, P < 0.05 respecto a ceruleina sola) (Figura 6). Esta respuesta paraddjica
se obtiene una vez transcurrido el tiempo suficiente (25 minutos) para inhibir de
forma completa la NOS neural por parte de L-NAME. Ello contrasta con la
marcada reduccién de la secrecion cuando sélo se inhibe la NOS endotelial al co-

administrar L-NAME y ceruleina.

Sustraccion del NO circulante

La infusioén de hemoglobina reducida reprodujo la respuesta observada con L-
NAME administrado 2 minutos antes de la estimulacién con 10 pg/kg de ceruleina.
Es decir, 1a hemoglobina, ademas de reducir la secrecién no estimulada de
amilasas, potencié la inhibicién de la secrecién de amilasas en respuesta a la
estimulacién hormonal supraméxima (116 £ 16 U/40 min frente a ceruleina sola
343 + 44 U/40 min, p < 0.05) (Figura 5).

3.2 EFECTO DE LA INHIBICION DE LA NOS NEURAL SOBRE LA
PANCREATITIS AGUDA INDUCIDA POR CERULEINA

La administracion repetida de dosis supramaximas de ceruleina indujo el desarrollo
de los cambios histologicos y bioquimicos caracteristicos de pancreatitis aguda
edematosa, observdndose a las nueve horas de evolucién un significativo aumento
de la actividad plasmética de amilasas, importante edema pancreético y formacién
de infiltrado agudo leucocitario en pancreas (Tabla 1). La administracién de indazol
no modifico los niveles de actividad de amilasas en plasma ni el grado de edema

pancreatico, ambos pardmetros considerados indicadores de gravedad de la
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pancreatitis. No obstante, la actividad mieloperoxidasa en péncreas fue
significativamente menor a la observada en el grupo que recibié inicamente
ceruleina. Esta observacion refleja una reduccién de la inflamacién tisular local en

la pancreatitis aguda cuando la NOS neural se halla inhibida.

Tabla 1. Efecto del tratamiento con indazol sobre la gravedad de la
pancreatitis aguda por ceruleina. (n = 5). * p > 0.05 respecto al
grupo control, # p < 0.05 respecto al grupo de ceruleina. Analisis de

la Varianza.

Pancreatitis aguda | Pancreatitis aguda
control + indazol
Amilasa plasmatica (U/ml) 322 +3.6 282126
Edema pancreatico (%) 81.3£0.9 82+ 1.1
MPO (mU/mg proteina) 1300 + 148 793 £ 115

3.3 IMPLICACION DEL NO EN LA PANCREATITIS AGUDA

3.3.1 Estudio de la intervencion del NO en la gravedad de la

pancreatitis aguda

EXAMEN HISTOLOGICO

La inspeccién macroscdpica y el estudio microscépico se realizé en pancreas

extraidos a las 6 horas de iniciar la induccién de la pancreatitis aguda.
En las ratas sometidas a estimulacién supramédxima con ceruleina, la inspeccion

macroscdpica de los péncreas reveld intenso edema glandular, en ausencia de
hemorragias y escasa ascitis. Los hallazgos histolégicos mas destacados fueron la
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presencia de marcado edema intersticial, infiltracién difusa de granulocitos en
espacio intersticial, y en menor grado vacuolizacién y necrosis focal de células

acinares. No se detectaron henorragias ni esteatonecrosis.

El grupo de ratas tratado con taurocolotao intraductal desarrollé pancreatitis
necrohemorrigica con severa afectacién macroscdpica y microscopica en cabeza
pancredtica, consistente en edema, hemorragias intersticiales, necrosis de lobulillos
completa, esteatonecrosis y abundante ascitis serohematica. En el examen
histolégico destacé intenso infiltrado inflamatorio granulocitario en espacio
intersticial acompafiando a las demds lesiones descritas. La afectacién de cola de
pancreas fue menor o inaparente, pudiéndose observar cierto grado de edema y

hemorragias focales ocasionales.

DETECCION INMUNOHISTOQUIMICA DE INOS Y _NITROTIROSINA

En los pancreas normales las tinciones inmunohistoquimicas fueron negativas tanto

para la deteccion de iNOS como de nitrotirosina.

En el grupo de pancreatitis edematosa, la inmunotincién con anticuerpo anti-iNOS
demostré una amplia distribucién del isoenzima en el pancreas. La expresion de la
iNOS en estos tejidos se localizé preferentemente en células acinares,
especialmente en las zonas de mayor lesion, asi como en los neutréfilos presentes
en el intersticio. En menor medida se observé positividad débil en algunos Islotes
de Langerhans y ocasionalmente en endotelio vascular, nervios y en células
mononucleares de ganglios linfaticos regionales. Contrariamente, a pesar de la
abundante expresion de la iNOS en estos tejidos, la tincién con anticuerpo

antinitrotirosina fue negativa.

En la pancreatitis necrohemorrégica la presencia de iNOS en el pancreas fue
también muy marcada, y su distribucién e intensidad fue similar a la observada en
la pancreatitis edematosa. Paralelamente, la inmunotincion para nitrotirosina
detectd una extensa localizacion de este aminodcido nitrado, afectando

especialmente células acinares. La tincién para iNOS y nitrotirosina se localiz en
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las mismas 4reas de lesidn pancredtica, lo que sugiere que los peroxinitritos son
formados en lugares adyacentes a la expresién de la iNOS y pueden contribuir a la

lesion tisular.

INFILTRACION LEUCOCITARIA EN PANCREAS

La actividad enzimética de la mieloperoxidasa en tejido pancredtico fue
significativamente superior en la pancreatitis edematosa en comparacién con la
observada en el grupo de pancreas normal (224 +28 vs 53 + 8 mU/mg proteina
respectivamente; p < 0.05). Este aumento fue ain mayor en la pancreatitis
necrohemorragica (930 £ 125 mU/mg proteina; p < 0.05 respecto a la pancreatitis

edematosa y pancreas normal) (Figura 7).
PEPTIDOS DE ACTIVACION DEL TRIP. : P) EN P,

En el grupo control se detectd una pequefia cantidad de TAP (0.59 + 23 nmol/100
mg proteinas) derivada de la autoactivacidn fisioldgica del tripsinégeno. En la
pancreatitis edematosa, la concentracion pancredtica de TAP aumentd, aunque no
de forma sinificativa, respecto al grupo control (1.37 = 0.2, p > 0.05). La
pancreatitis necrohemorragica se asocié a un importante incremento de este
marcador de necrosis acinar (1.37 0.2, p < 0.05 respecto al grupo de péncreas

normal y al de pancreatitis edmatosa) (Figura 8).

NirtriTos/NITRATOS (NOX) EN PLASMA

La concentracion basal de NOx en plasma detectada en el grupo de pancreas
normal (17 £ 1.5 pM) aumentd de forma signficativa en la pancreatitis edematosa
(24.5 £ 1.5 uM, p < 0.05 respecto al grupo de pancreas normal). En la pancreatitis
necrohemorragica este incremento fue mucho mayor (35 £ 2.8 uM, p < 0.05

respecto a los dos grupos restantes) (Figura 9).
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REILACION ENTRE INFILTRACION LEUCOCITARIA Y TAP

Para estudiar la relacién existente entre marcadores de gravedad en la pancreatitis
aguda se estudi6 la correlacién entre todos los valores de MPO obtenidos en ambas
variedades de pancreatitis con los correspondientes valores de TAP. El andlisis
lineal de regresién entre ambas variables mostrd un alto indice de correlacién (r =
0.76) y valor de probabilidad (p = 0.02) entre el aumento de TAP y el incremento
de MPO en tejido pancreético (Figura 10).

RELACION ENTRE INFILTRACION LEUCOCITARIA ¥ NIVELES PLASMATICOS DE NO
La correlacion entre los valores de MPO hallados en la pancreatitis aguda y sus
respectivos niveles de nitritos/nitratos en sangre fue muy elevada (r = 0.76; p =

0.006) (Figura 10).

3.3.2 Consecuencias de la inhibicion de la NOS inducible

EXAMEN HISTOLOGICO

El tratamiento con aminoguanidina no modific las caracteristicas ni la intensidad
de las lesiones descritas en la pancreatits edematosa ni en la necrohemorrégica.
Unicamente destaca la existencia de un menor grado de infiltracion leucocitaria en
la forma necrohemorrégica pretratada con aminoguanidina respecto a su grupo

control.

DEeTECCION INMUNOHISTOQUIMICA DE INOS ¥ NITROTIROSINA

La administracién de aminoguanidina previa a la induccion de pancreatitis
edematosa no inhibid la expresioén de la iNOS en el pancreas. La inmunotincion
con anticuerpo anti-iNOS detecto la presencia del isoenzima en una cantidad y
distribucién similar a la observada en la pancreatitis edematosa no pretratada. La

deteccion de nitrotirosina fue, al igual que en el grupo no pretratado, negativa.
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En la pancreatitis necrohemorragica el pretratamiento con aminoguanidina tampoco
modificé la expresion de iNOS en el pancreas respecto a su grupo control,
hallando una distribucién e intensidad de la tincién similar en ambos grupos. No
obstante, un hallazgo de gran interés fue la ausencia total de nitrotirosina, en
contraste con la abundante formacién en los pancreas de ratas no pretratadas con

aminoguanidina.

El estudio inmunohistoquimico inicamente informa sobre la expresioén de la
proteina, no asi de la actividad de la misma. Las observaciones recogidas en estos
estudios ponen de la reconocida accién inhibidora de la aminoguanidina sobre la
actividad de la iNOS. Este efecto inhibitorio es llevado a cabo a nivel del propio

enzima sin afectar su expresio.

ACTIVIDAD DE AMILASAS EN PLASMA

La hiperamilasemia detectada en la pancreatitis edematosa fue atin mayor en las
ratas que recibieron tratamiento con aminoguanidina (37.300 £4.910 frente a
19.628 +3.270 U/L, p < 0.01). En la pancreatitis necrohemorragica, las ratas
pretratadas con aminoguanidina también presentaron un aumento de la actividad
plasmaética de amilasa respecto a su grupo control (17.333 £+ 3.138 frente a 11.800
+ 1182 U/L, p > 0.05) aunque no llegé a la significacién estadistica. En el grupo
de pancreas normal la aminoguanidina no modificé el nivel de amilasas en plasma
(1.266 % 156 frente a 1.350 £ 231 U/L, p > 0.05) (Figura 11).

INFILTRACION LE ITARIA EN P,

La administracion de aminoguanidina se asoci6 a una significativa reduccién del
aumento de actividad mieloperoxidasa originado en la pancreatitis edematosa (89.3
7.7 frente a 226 + 28.8 mU /mg proteina, p < 0.05) y en la necrohemorragica
(364.3 £99.7 frente a 930 = 125 mU /mg proteina, p < 0.05). En el grupo de
pancreas normal la actividad mieloperoxidasa fue similar en ambos grupos (59 =7
frente a 52.3 £ 8.8 mU/mg proteina) (Figura 12).
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PEPTIDOS DE ACTIVACION DEL TRIPSINOGE: TAP) E

El pretratamiento con aminoguanidina potenci6 el incremento en la concentracion
pancredtica de TAP observado en la pancreatitis aguda, tanto en la forma
edematosa (3.34 *0.14 frente a 1.37 £ 0.2 nmol/100 mg proteinas, p = 0.0001)
como en la necrohemorrigica (5.43 £ 0.51 frente a 3.78 + 0.43 nmol/100 mg
proteinas, p < 0.05). La aminoguanidina no afect6 la cifra basal de TAP en el
grupo de péancreas normal (0.48 =+ 0.27 frente a 0.59 +0.23 nmol/100 mg
proteinas, p < 0.05) (Figura 13).

NirriToS/NITRATOS (NOX) EN PLASMA

El pretratamiento con aminoguanidina en la pancreatitis edematosa redujo el nivel
de NOx en plasma respecto a su grupo control (18.1 £ 1.7 frente a 24.5 £2.2
UM, p < 0.05), alcanzando concentraciones similares al valor basal (17 = 1.5 uM,
p < 0.05). En la pancreatitis necrohemorragica, las rats tratadas con
aminoguanidina mostraron una menor concentracién plasmética de NOx respecto a
su grupo control (27.2 + 1.8 uM frente a 35 £ 2.8 uM), aunque el nivel de NOx

no se redujo hasta el valor basal (Figura 14).

RELACION ENTRE INFILTRACION LEUCOCITARIA Y TAP

En las ratas pretratadas con aminoguanidina, la relacion entre actividad MPO y
concentracion de TAP en pancreas mostré una pobre correlacion (r = 0.52; p =
0.04), a diferencia de lo observado en la pancreatitis aguda no tratada con
aminoguanidina. Ello refleja el hecho de que a pesar de que la aminoguanidina
disminuye la infiltracién inflamatoria en péncreas el grado de lesién pancreética

aumenta (Figura 15).

RELACION ENTRE INFILTRACION LEUCOCITARIA Y NIVELES PIASMATICOS DE NO

Cuando las ratas recibieron tratamiento con aminoguanidina, la alta correlacién
observada en la pancreatitis aguda entre actividad MPO pancredtica y concentracién
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de nitritos/nitratos en sangre fue mucho menor (r = 0.47; p = 0.12). Ello responde
a la disminucién de la infiltracién leucocitaria en pancreas causada al inhibir

selectivamente la actividad iNOS con aminoguanidina (Figura 15).
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El proposito de los estudios sobre secrecién pancredtica que componen la primera
parte de este trabajo fue individualizar los efectos de Ia NOS sobre la secrecién
enzimdtica del pancreas segiin la isoenzima afectada. Para ello disefiamos una serie
de experimentos dirigidos a estudiar el patrén de secrecién exocrina del pancreas
bajo diferentes condiciones de manipulacién farmacoldgica de la NOS o del NO.
Como criterio funcional de respuesta secretora establecimos la produccién de
amilasas recogidas en jugo biliopancredtico durante un periodo determindo de

tiempo (unidades/10 o 40 minutos).

Para inhibir la actividad de la NOS neural utilizamos el indazol. Este compuesto y
otros imidazoles derivados, como el 7-nitroindazol, han mostrado in vive una
capacidad para inhibir de forma selectiva la isoenzima neural de la NOS [Babbedge,
1993; Moore, 1993a). Este compuesto no presenta ningtn efecto sobre la NOS
endotelial, lo cual se refleja en el hecho de que su administracién in vivo, a
diferencia de lo observado con L-NAME, no genera aumento de la tensién arterial
[Moore, 1993b; Kajekar, 1995]. De acuerdo con estas observaciones, el tratamiento con
indazol tampoco modificé en nuestros experimentos las cifras de tension arterial

durante los 60 minutos posteriores a su aplicacion.

En contraste, sobre la secrecidn enzimatica el bloqueo de la neurotransmisién
nitrérgica inducido por indazol ocasioné una reduccién del débito basal de
amilasas. Segtin el disefio de nuestros experimentos sobre secrecién pancreética,
el jugo biliopancredtico es derivado fuera de la luz duodenal durante 50 minutos
antes de la administracién de farmacos (30 minutos de estabilizacién seguido de
dos periodos de 10 minutos para calcular la secrecién basal). Es conocido que la
derivacién del jugo biliopancreatico da lugar a un marcado incremento de la
secrecion proteica, que llega a un un nivel maximo durante las dos primeras horas
y disminuye gradualmente en las horas posteriores. A su vez, los niveles
plasmaéticos de CCK experimentan cambios paralelos a los de la produccién
pancredtica de proteinas, lo cual sugiere que la CCK es la responsable de las

variaciones de secrecién ocurridas en estas condiciones [Li, 1995]. Hecha esta
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consideracidn, interpretamos que la secrecion basal obtenida en nuestros
experimentos es el resultado de la estimulacién inducida por concentraciones
picomolares (fisioldgicas) de CCK endégena. La disminucién de los niveles de
secrecion basal obtenidos tras la administracion de indazol es equiparable a
observaciones realizadas por Li y col.. Estos autores demuestran que el aumento
de la secrecion basal pancredtica en respuesta a la derivacién del jugo
biliopancreético es menor en ratas vagotomizadas o tras la ablaccion de las fibras

aferentes sensoriales del vago mediante la aplicacién de capsaicina [Li, 1994].

Sobre la secrecidn estimulada, el tratamiento con indazol no mostré ningin efecto
sobre la respuesta enzimadtica a dosis subdptimas y 6ptimas de ceruleina. Sin
embargo, este inhibidor neural contrarresté parcialmente la supresion de la
secrecion inducida por dosis supramaximas de ceruleina. Este mismo efecto
contrarrestador se observé cuando L-NAME fue administrado 25 minutos antes

que la ceruleina.

Aunque L-NAME inhibe las tres isoenzimas de la NOS, su efecto sobre la NOS
neural se manifiesta mas tardiamente que sobre la isoenzima endotelial. A los 2 0 3
minutos de la administracién de L-NAME puede observarse un incremento de la
presion arterial, relejo de su accién inhibidora sobre la NOS endotelial. sin
embargo, el efecto de L-NAME alcanza su expresién completa transcurridos 15
minutos desde su administracion sistémica [Moore, 1991]. En nuestros
experimentos, es a los 25 minutos desde la aplicacion de L-NAME cuando la
secrecion pancredtica inhibida por dosis supraméximas de ceruleina presenta una

respuesta paraddjica consistente en un aumento de la secrecién.

El patrén de respuesta secretora conseguido con indazol fue reproducido con
capsaicina. Es decir, redujo la secrecién basal y contrarresté parcialmente la
inhibicién del débito de amilasas tras la estimulacién con dosis supraméximas de
cerulefna. Tanto la capsaicina como la inhibicién de la NOS neural producen un
efecto anti-nocioceptivo e impiden la liberacién de neuropéptidos [Bevan, 1990;
Moore, 1991; Dray, 1992; Kajekar, 1995; Birder, 1997]. Ello sugiere que aquellas

condiciones que empeoren la transmisién neural producen sobre la curva de
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secrecion obtenida en respuesta a la dosis crecientes de ceruleina un
desplazamiento hacia la derecha. Esta variacién en el patr6n de secrecion refleja
una pérdidad de sensibildad a la accién de la colecistokinina: las ratas no responden
al incremento de los niveles de colecistokinina originados por la derivacién del
jugo biliopancreético pero son capaces de presentar una respuesta secretora ante la
estimulacién supraméxima con ceruleina, que en condiciones normales suprimiria

la secrecion de amilasas.

Con la utilizacién de L-NAME pudimos observar un doble efecto sobre la
secrecion pancredtica: inmediatamente después de su administracién L-NAME
caus6 una disminucién de la secrecién basal y estimulada por dosis supraméximas
de ceruleina, de acuerdo con observaciones previas [Molero, 1995]. Contrariamente,
cuando el pancreas es estimulado una vez transcurrido un periodo de tiempo desde
la administracion de L-NAME (25-35 minutos), el patrén de respuesta secretora es
paralelo al observado tras el tratamiento con indazol o con capsaicina, dos
tentativas farmacoldgicas independientes que resultan en un empeoramiento de la
transmision neural. Ademds, a los 25 minutos, L-NAME no produce mds
incremento en la tensién arterial (de hecho, se inicia un lento descenso de los
valores de presién media arterial registrados) pero es en este momento cuando
consigue una inhibicion total y completa de la NOS neural [Moore, 1991]. Ello
sugiere que que la inhibicién de la NOS neural puede suprimir o revertir totalmente
el efecto producido por el boloqueo de la NOS endotelial sobre la secrecién

pancreética.

Con el fin de reforzar esta hipétesis disefiamos una serie de experimentos dirigidos
a analizar de forma aislada el efecto de la inhibicién de la NOS endotelial sobre la
secrecion pancredtica. Como no disponiamos de un inhibidor selectivo de la
isoenzima endotelial de la NOS utilizamos hemoglobina reducida, una molélula con
gran avidez para captar e inactivar el NO libre que circula por el torrente sanguineo
[Feelish, 1987; Moncada, 1991]. Otra propiedad interesante de la hemoglobina es que
no interfiere en las vias intracelulares del NO ni en la transmisién neural nitrérgica
in vivo [Jenkinson, 1995]. Unicamente existe un estudio in vitro que atribuye una

accién inhibidora de 1a hemoglobina sobre la neurotransnisién mediada por NO
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[Rattan, 1995]. Sin embargo, nuestro conocimiento actual sobre las moléculas de
hemoglobina nativa o modificadas artificialmente asi como las caracteristicas de su
unién al NO hace cuestionables algunas conclusiones en torno a los efectos de la
administracion de hemoglobina sobre la neurotransmisién del NO in vivo [Murray,
1995). Debido a su alta afinidad por el NO, la hemoglobina infundida por via
endovenosa rapidamente reacciona con el NO libre circulante (la reaccién es

instantdnea) dando lugar a una molécula de nitrato (NO,™ ) y otra de

methemoglobina. Esta reaccién constituye la base de un reconocido método para

medir NO [Hevel, 1994].

La sustraccién del NO libre de la circulacién sanguinea induce un aumento
transitorio en la presién arterial media y un incremento en las resistencias
vasculares periféricas [Hess, 1993; Jia, 1996]. Para captar el NO existente en un
espacio sindptico, donde este radical es liberado por un terminal nerviosa, la
hemoglobina debe abandonar el espacio intravascular y difundir hacia la sinapsis
neuronal, todo ello sin perder su capacidad de captacién del NO. Sin embargo, la
hemoglobina que circula libremente por la sangre es rapidamente metabolizada a
formas que carecen de esta afinidad por el NO. Incluso, existen derivados
hemoglobinicos nitrosilados que poseen actividad vasodilatadora [Jia, 1996]. Por
tanto, es posible que algunos de los efectos sobre la neurotransmisién in vivo
atribuidos a la hemoglobina sean dependientes de los productos derivados de su

metabolismo [Somers, 1997; Everse, 1997].

En condiciones fisiolégicas, el NO circulante refleja mayormente la actividad de la
NOS endotelial. EI NO es el principal regulador del tono vascular. La liberacién
continuada de cantidades picomolares de NO por parte de las células endoteliales es
el mecanismo responsable de controlar la tensi6n arterial en condiciones basales
[Rees, 1989]. Las variaciones observadas en la presion arterial en respuesta a los
diferentes inhibidores del NO es reflejo, principalmente, de los cambios en la
concentracién del NO circulante. La infusién de hemoglobina indujo un répido y
marcado incremento de la presién artrial y paralelamente una reduccién en la
produccién de amilasas. En contraste, la administracién de albimina en una
cantidad iso-oncética a la de la hemoglobina utilizada causé un pequefio incremento
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de la presi6n arterial y de la secrecién de amilasas. Esta divergencia de efectos se
explica posiblemente por las diferentes interacciones que establecen la hemoglobina
y la albiimina con el NO libre. La hemoglobina capta e inactiva el NO [Feelish, 1987;
Moncada 1991; Jia, 1996], en tanto que la albiimina actiia como transportador del NO
puniéndolo a disposicién de la microvasculatura, donde este vasodilatador ejercerd
su efecto [Stamler, 1992b]. La reduccién de la produccién de amilasas obtenida tras
la estimulacién supramdxima con ceruleina fue potenciada con la administracién de
hemoglobina. Este fue un efecto superponible al obtenido con L-NAME al ser co-
administrado con la ceruleina, y opueto al patrén de secrecién inducido por

capsaicina e indazol.

Otra observacion interesante fue el efecto que la ceruleina produjo sobre la presién
arterial. A dosis supramdximas, la ceruleina aumento la presién arterial y potencid
el incremento de la presién inducido por la hemoglobina. En contrate, dosis
subGptimas de este secretagogo, que obtendrian un nivel en plasma equiparable a la
concentracién de colecistokinina postparandial, ocasionaron una trandsitoria,

aunque evidente reduccion de la presién media arterial.

Aunque los efectos de la ceruleina en la microvasculatura son conocidos desde
hace afios, los mecanismos subyacentes responsables de esta vasorreactividad son
poco conocidos. En perros, la inyecciéon endovenosa de ceruleina a dosis que
consigan una estimulacién éptima de la secrecién pancredtica ocasionan una
reduccion de la presién arterial [Erspamer, 1967). Asimismo, el efecto opuesto que
pudimos observar con 10 pug/kg de ceruleina es congruente con otras
observaciones experimentales sobre el incremento de la presién arterial tras estas

dosis de ceruleina [Bertolini, 1986].

Estudios previos ya habian demostrado que la inhibicién de la NOS mediante L-
NAME agrava la pancreatitis aguda inducida por ceruleina [Molero, 1995; Werner,
1997]. Basados en las observaciones relativas al efecto contrarrestador de indazol
sobre la supresién de la secrecién de amilasas inducida por dosis de ceruleina que
generan pancreatitis aguda, planteamos investigar si el bloqueo de la NOS neural

con indazol pudiera evitar o aminorar la lesién desarrollada en la pancreatitis
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aguda.

EI NO se ha implicado en la patogenia del desrrollo de edema en algunos modelos
de inflamacién neurogénica [Kajekar, 1995]. Si la accién neural del NO contribuye a
la formacién de edema en la pancreatitis aguda, sefa esperable reducir la cantidad

de liquido acumulado en el pancreas mediante tratamiento con indazol.

Cuando la pancreatitis aguda por ceruleina se indujo en ratas tratadas con indazol
pudimos observar los siguientes hechos. La hiperamilasemia en plasma no
aumento respecto a las ratas no tratadas, lo cual contrasta con el efecto de L-NAME
co-administrado con ceruleina en el mismo modelo de pancreatitis aguda [Molero,
1995]. Por otra parte, y en contra de nuestra hipétesis inicial, indazol no disminuyé
la cantidad de liquido acumulado en pancreas, lo cual sugiere que la transmisi6n
neural no se halla implicada de forma importante en la formacién de edema
presente en este modelo de inflamacién. Por dltimo, indazol ocasiond una
reduccién de la actividad MPO, hecho también contrario a lo sucedido con L-
NAME, ya que este inhibidor universal de NOS se habia asociado anteriormente a
un aumento de la actividad MPO en la pancreatitis aguda por ceruleina [Molero,
1995]. Ello sugiere que la NOS neural podria ejercer un papel permisivo sobre la
infitracidn leucocitaria, aunque ello no revierta en un beneficio sobre la lesién

pancredtica.

La NOS es un enzima que se halla ampliamente distribuido en el organismo y est4
presente en diferentes tipos celulares de un mismo érgano, como ocurre en el
pancreas (endotelio, neuronas, Islotes de Langerhans). El bloqueo general de la
actividad NOS mediante un inhibidor universal como es L-NAME puede ocasionar
efectos opuestos en la funcién de un 6rgano, dependiendo de cual sea la via celular
principalmente afectada o de la activacién alternativa de mecanismos
compensadores. Elllo explicaria la duadad de los efectos obtenidos tanto sobre la
sercrecién pancredtica como sobre la pancreatitis aguda segtn la utilizacién de
indazol o de L-NAME.
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IV. CONCLUSIONES DE LOS ESTUDIOS

CONCLUSIONES DERIVADAS DE LOS ESTUDIOS DE SECRECION

Los estudios farmacolégicos aqui presentados sugieren que la supresion de la
actividad enzimética endotelial conlleva una reduccion de la secrecion pancreatica
exocrina basal y estimulada. Esta inhibicion de la eNOS potencia la suoresion de

la secrecién observada con dosis suprmaximas de ceruleina.

La actividad de la NOS neural es también importante en el control de la secrecion
pancreatica. En general, su inhibicion resulta en efectos contrarios a la inhibicion
de la NOS endotelial, posiblemente al alterar los mecanismos de control neural. Su
inhibicién desvela la implicacion de la transmision nitrérgica en los mecanismos
relacionados con la pancreatitis aguda por ceruleina. La inhibicion de la nNOS
contrarresta los efectos inhibidores de dosis farmacoldgicas de ceruleina que
inducen pancreatitis aguda y al tiempo mejora los parametros de gravedad de este

tipo de pancreatitis.
CONCLUSIONES DERIVADAS DE L0s ESTUDIOS DE PANCREATITIS AGUDA

En la pancreatitis aguda, tanto en la forma edematosa como en la
necrohemorrégica, se produce una activacién de la iNOS, como asi lo demuestran
los estudios inmunohistoquimicos y los elevados niveles de nitritos y nitratos en
plasma. Sin embargo, solo en la forma necrohemorragica se observa lesién

asociada a la formacién de peroxinitritos.

La inhibicion de la actividad iNOS en la pancreatitis aguda edematosa y
necrohemorrégica resulta en un empeoramiento del dafio pancredtico. La deficiente
infitracion leucocitaria en el tejido agredido cuando se inhibe la formacién del NO

de origen inducible podria jugar un papel critico en el empeoramiento de la lesion.
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SECRECION PANCREATICA DE AMILASAS IN VIVO EN RESPUESTA
A DOSIS CRECIENTES DE CERULEINA
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Figura 1. Tras la estimulacion pancreatica con dosis crecientes de ceruleina, la
secrecion de amilasas en el jugo biliopancreatico sigue una curva dosis-respuesta
con un patron bifésico caracteristico. A medida que se incrementa la concentracion
de ceruleina el débito de amilasas aumenta. Al llegar a dosis 6ptimas de ceruleina
(0.25 U g/kg) la secrecion obtenida es maximay con dosis superiores a 0.25 Ug/kg
la secrecion enzimatica es decreciente.

Cada punto representa la media * EE (n = 6-8) del débito de amilasas obtenido
durante los 40 minutos posteriores a la inyeccion i.v. de ceruleina. Las dosis de
ceruleina utilizadas se representan en escala semilogaritmica.



PRESION MEDIA ARTERIAL TRAS DIFERENTES CONDICIONES DE
MANIPULACION DEL OXIDO NITRICO
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Figura 2. La administracion de L-NAME (30 mg/kg, e.v.) o hemoglobina (1 g/kg,
e.v.) ocasiond un importante aumento de la PMA, que fue de mayor intensidad en
el grupo de L-NAME. Este hecho refleja el efecto inhibitorio de estos farmacos
sobre la accion endotelial del Oxido nitrico. La administracion conjunta de hemoglobina
y dosis suprmaximas de ceruleina (10 /kg) potencié el aumento de la PMA generado
por ambos farmacos. La albumina utilizada en una cantidad isooncética a la de la
hemoglobina (970 mg/kg, e.v) origin6 un pequefio aunque significativo aumento de
la PMA, posiblemente resultado de la capacidad de transporte del dxido nitrico y
del efecto osmotico de esta molécula. La inhibicion selectiva de la NOS neural con
indazol (100 mg/kg, i.p.) no modificd la PMA. Dosis sub6timas de ceruleina se
ocasionaron un pequeflo descenso de la PMA.

Los diagramas de barras representan la media + EE (n = 6-8) del incremento maximo
de la presion media arterial (PMA) respecto al propio valor basal en respuesta a
diferentes farmacos. * p < 0.05 respecto al grupo de L-NAME. ** A #p <0.05
respecto a los demas grupos. Comparacion entre grupos realizada mediante analisis
de la vartanza (ANOVA).



SECRECION PANCREATICA DE AMILASAS NO ESTIMULADA TRAS
LA ADMINISTRACION DE DIFERENTES FARMACOS
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Figura 3. Estas curvas expresan la secrecion de amilasa en el jugo biliopancreatico
tras la administracion en el tiempo O de albumina (®), suero fisioldgico (),
hemoglobina (m ), L-NAME (e) o indazol (a). El débito basal se considera
el 100% para cada rata. Cada uno de los puntos representa la media * EE (n =
6-8) del débito de amilasas en 10 minutos expresado como porcentaje de variacion
respecto al valor basal.

La administracion de hemoglobina 0 L-NAME redujeron significativamente la
secrecion no estimuladad de amilasas. Esta disminucion fue ain mayor en las
ratas tratadas con indazol. en contraraste con la hemoglobina, la albimina
aumento la secrecion de amilasas tras su infusion.

* p < 0.05 respecto al grupo control (suero fisioldgico), # p < 0.05 respecto a
los demas grupos. Comparaciones realizadas mediante analisis de la varinza
(ANOVA) para mediciones repetidas en cada un de los puntos.



EFECTO DEL INDAZOL SOBRE LA SECRECION PANCREATICA
ESTIMULADA POR CERULEINA
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Figura 4. El diagrama de barras expresa la media + EE (n = 6-8) de la secrecién
de amilasas en jugo biliopancreatico recogido durante los 40 minutos posteriores
a la administracién de dosis crecientes de ceruleina en ratas prtratadas o no con
indazol.

Sobre la secrecion no estimulada el indazol ejercio un efecto inhibitorio. A dosis
subdptimas (0.1 Ug/kg) y Optimas (0.25 Hg/kg) de ceruleina el indazol no modificd
la secrecion enzimatica. Sin embargo, la inhibicion de la secrecion producida por
dosis suprméximas de ceruleina fue contrarrestada, en parte, en las ratas tratadas
con indazol.

* p < 0.05 respecto al grupo de ceruleina sola. Comparaciones entre grupos con
igual dosis de ceruleina realizadas mediante t de Student.



EFECTOS DE LA INHIBICION DEL NO SOBRE LA SECRECION DE
AMILASAS ESTIMULADA POR DOSIS SUPRAMAXIMAS DE CERULEINA
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Figura S. La ceruleina (10 tg/kg) fue perfundida en bolus e.v. de forma aislada o
tras la administracion de L-NAME (30 mg/kg), hemoglobina (1 g/kg), indazol (100
mg/kg) o capsaicina. Los farmacos fueron administrados 2 minutos antes de la
ceruleina salvo L-NAME 25 (25 minutos antes) y capsaicina (5 dias antes del
experimento).

Dosis supramaximas de ceruleina generaron una pobre respuesta secretora. Este
efecto fue potenciado por la coadministrcion de L-NAME o de hemoglobina. El
bloqueo de la actividad de la NOS neural (L-NAME previo o indazol) contrarrestd
el efecto inhibidor ocasionado por la ceruleina. Este efecto fue reproducido mediante
la inactivacion de las fibras sensoriales aferentes con capsaicina.

Los diagramas de barras representan la media + EE (n = 8) del débito de amilasas
recogido en jugo biliopancreatico durante los 40 minutos posteriores a la administracion
de farmacos. * p < 0.05 respecto al grupo tratado con ceruleina sola.



EFECTO DE L-NAME ADMINISTRADO A DIFERENTES TIEMPOS SOBRE
SECRECION DE AMILASAS
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Figura 6. Una dosis de 10 Hg/kg de ceruleina produce una inhibicion de la secrecion
pancreatica in vivo. La administracion conjunta de L-NAME potencia esta inhibicion.
Sin embargo, el pretratamiento con L-NAME 25 minutos antes induce una respuesta
paraddjica, potenciando la secrecion pancreatica.

Cada punto representa la media + EE (n = 6-8) del débito de amilasas obtenido en
fracciones de 10 minutos tras la estimulacion con ceruleina 2 0 25 minutos después
de la administracion de L-NAME. * p < 0.05 resecto al ceruleina sola o ceruleina
+ L-NAME



ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA EN LA PANCREATITIS AGUDA
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Figura 7. La mieloperoxidasa, indice de infiltracion leucocitaria, mostroé un
considerable aumento de su actividad enzimatica en los pancreas sometidos
a pancreatitis aguda respecto a los pancreas normales. Este incremento fue
mucho mayor en la pancreatitis necrohemorragica que en la edematosa.
Dichos resultados reflejan el grado de infiltracion leucocitaria tisular en la
pancreatitis aguda, que es superior en la forma necrohemorragica.

Cada columna representa la media + EE (n = 8) de la actividad mieloperoxidasa
en pancreas. * p < 0.001 respecto al grupo de pancreatitis edematosa. A p <
0.001 respecto al grupo de pancreas normal. Comparaciones multiples
realizadas mediante test de analisis de la varianza (ANOVA).



PEPTIDOS DE ACTIVACION DEL TRIPSINOGENO EN LA
PANCREATITIS AGUDA
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Figura 8. En la pancreatitis edematosa la concentracion pancreatica de
péptidos de activacion del tripsindgeno (TAP) aument6 de forma no
significativa respecto al grupo de pancreas normal. En contraste, la forma
necrohemorragica mostrd una gran cantidad pancreatica de TAP. Estos
hallazgos se asocian a la severidad de la lesion pancreatica (necrosis tisular),
que es menor en la pancreatitis edematosa y severa en la necrohemorragica.

Cada columna representa la media + EE (n = 6-8) de la concentracion de TAP
en tejido pancreatico. * p < 0.05 respecto al correspondiente grupo de pancreas
normal. Comparaciones multiples realizadas mediante test de analisis de la
varianza (ANOVA).



CONCENTRACION PLASMATICA DE NITRITOS/NITRATOS EN LA
PANCREATITIS AGUDA
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Figura 9. La pancreatitis aguda se asocid a una mayor concentracion de
nitritos/nitratos en plasma en comparacién con el grupo de pancreas normal.
Este aumento fue mayor en la forma necrohemorrigica que en la edematosa.
Esta observacion sugiere la activacion enzimatica de la NOS en el proceso
inflamatorio desarrollado en la pancreatitis aguda. Dicha actividad es superior
en la pancreatitis de mayor gravedad.

Cada columna representa la media = EE (n = 8) de la concentracion plasmatica
de NOx. * p <0.05 respecto al grupo de pancreatitis edematosa. A p < 0.05
respecto al grupo de pancreas normal. Comparaciones multiples realizadas
mediante test de analisis de la varianza (ANOVA).



CORRELACION ENTRE ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA EN
PANCREAS Y CONCENTRACION PANCREATICA DE TAP O
NIVELES PLASMATICOS DE NOx EN LA PANCREATITIS AGUDA
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Figura 10. (A) En la pancreatitis aguda el incremento de actividad
pancreatica de MPO mostr6 una buena correlacion con el aumento en la
concentracion tisular de TAP (r=0,76; p=0,02) y (B) con la elevacion
plamatica de NOx (r=0.76; p=0.006).

Correlaciones entre pardmetros analizadas mediante regresion lineal.



EFECTO DE LA AMINOGUANIDINA SOBRE LA ACTIVIDAD
PLASMATICA DE AMILASAS EN LA PANCREATITIS AGUDA
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Figura 11. El aumento de la actividad amilasa en plasma observado a las 6
horas de evolucion de la pancreatitis fue significativamente superior en las ratas
que recibieron aminoguanidina respecto a su correspondiente grupo control.
Este hecho traduce una mayor severidad de la pancreatitis aguda cuando la NOS
inducible se mantiene inhibida. La aminoguanidina sola no modifico el nivel
plasmatico de actividad amilasa

Cada columna representa la media = EE (n = 8) de la actividad plasmatica de
amilasa. * p <0.05 respecto al correspondiente grupo control. Comparaciones
realizadas entre grupos con igual tipo de pancreatitis mediante ¢ de Student.



EFECTO DE LA AMINOGUANIDINA SOBRE LA ACTIVIDAD
MIELOPEROXIDASA EN TEJIDO PANCREATICO
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Figura 12. A las 6 horas de la induccién de pancreatitis aguda, las ratas
pretratadas con aminoguanidina mostraron una menor actividad
mieloperoxidasa en pancreas respecto al correspondiente grupo de pancreatitis.
Ello traduce la existencia de una menor infiltracion leucocitaria en el tejido
pancredtico lesionado cuando los animales carecen de actividad inducible de la
NOS.

Cada columna representa la media + EE (n = 8) de la actividad plasmatica de
amilasa. * p < 0.05 respecto al correspondiente grupo de pancreatitis aguda.
Comparaciones realizadas entre grupos con igual tipo de pancreatitis mediante
t de Student.



EFECTO DE LA AMINOGUANIDINA SOBRE LOS PEPTIDOS DE
ACTIVACION DEL TRIPSINOGENO EN LA PANCREATITIS AGUDA
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Figura 13. El pretratamiento con aminoguanidina caus6é un aumento
significativo del contenido pancreatico de TAP (marcador relacionado con
necrosis pancreatica y mortalidad en la pancreatitis aguda) en comparacion con
el respectivo grupo de pancreatitis no pretratado. Estos resultados sugieren que
la lesion pancreatica desarrollada en la pancreatitis aguda es mayor cuando la
NOS inducible se halla inhibida. En el grupo de pancreas normal la
aminoguanidina no modifico la concentracion de TAP.

Cada columna representa la media + EE (n = 6-8) de la concentracion de TAP
en tejido pancreatico. * p < 0.05 respecto al correspondiente grupo de
pancreatitis aguda. Comparaciones realizadas entre dos grupos con igual tipo
de pancreatitis mediante t de Student.



EFECTO DE LA AMINOGUANIDINA SOBRE LA
CONCENTRACION PLASMATICA DE NITRITOS/NITRATOS EN
LA PANCREATITIS AGUDA
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Figura 14 . El aumento de los niveles plasmaticos de nitritos/nitratos (NOx)
observado en la pancreatitis aguda se redujo significativamente en las ratas
tratadas con aminoguanidina. Ello refleja la existencia de actividad inducible de
la NOS en la pancreatitis aguda, inhibible con aminoguanidina (inhibidor
selectivo de 1a iNOS). Esta actividad enzimatica representa la principal fuente
de produccion de NO en la pancreatitis aguda edematosa. En la forma
necrohemorragica la aminoguanidina redujo el incremento de NOx en casi un
50%, no consiguiendo disminuir la concentracion hasta el nivel basal. En las
ratas normales la aminoguanidina no modificé la concentracion de NOx.

Cada columna representa la media * EE (n = 8) de la actividad plasmatica de
amilasa. * p < 0.05 respecto al correspondiente grupo de pancreatitis aguda.
A p <0.05 respecto al control del grupo de pancreas normal. Comparaciones
entre dos grupos con igual tipo de pancreatitis realizadas mediante t de

Student. Comparaciones multiples entre grupo de pancreas normal y los dos
grupos de pancreatitis realizadas mediante analisis de la varianza (ANOVA).



EFECTO DE LA AMINOGUANIDINA SOBRE EL GRADO DE
CORRELACION ENTRE ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA EN
PANCREAS Y CONCENTRACION PANCREATICA DE TAP O
NIVELES PLASMATICOS DE NOx EN LA PANCREATITIS AGUDA
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Figura 15. (A) En la pancreatitis aguda se observo una buena correlacion
entre el incremento de actividad MPO y el aumento en la concentracion
tisular de TAP (r=0,76; p=0,02). La aminoguanidina disminuy¢6
considerablemente el grado de correlacion entre ambos parametros
(r=0.52; p=0.072). (B) Asimismo, el grado de correlacion existente entre
MPO y NOx (r=0.76; p=0.006) fuemenor en el grupo pretratado con
aminoguanidina (r=0.59; p=0.04).

Correlaciones entre parametros analizadas mediante regresion lineal.
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