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RESUMEN

La inflamacién es un proceso en el que intervienen células vy
moléculas del sistema inmune innato como respuesta a una
infeccién local o lesién celular. A pesar de la existencia de
mecanismos reguladores, el proceso inflamatorio inicial puede
superar este control y convertirse en un evento sistémico
conocido clinicamente como sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS). El SIRS incluye enfermedades con diversas
etiologias como sepsis, choque hemorrdgico y pancreatitis. En
oposicién a 1la respuesta proinflamatoria sistémica puede
aparecer una respuesta antiinflamatoria compensadora (CARS)
que se manifiesta clinicamente como inmunodepresién y
propensién a infecciones secundarias. La pancreatitis aguda
se presenta como un proceso inflamatorio sistémico y es
considerada como un modelo para el estudio de
SIRS.Recientemente, la proteina nuclear HMGB1 ha sido
caracterizada como un mediador tardio de letalidad en sepsis.
El caréacter proinflamatorio de esta citocina y su cinética
tardia pudieran ser criticas para restablecer el perfil
proinflamatorio en pacientes en CARS.

Con el fin de comprender el papel de HMGBl1 en la respuesta
inflamatoria sistémica se estudiaron 23 ©pacientes con
pancreatitis aguda. Se obtuvo plasma cada 12 horas durante
los primeros cuatro dias de estancia hospitalaria. Se
determiné la concentracién de proteina C reactiva, INF-y y
HMGB1 como marcadores proinflamatorios y la expresién de HLA-
DR en la superficie de monocitos e IL-10 como marcadores de
CARS. También se determindé la expresién de TLR1, TLR2 y TLR4
en la superficie de monocitos.

Los pacientes con pancreatitis aguda presentaron una
respuesta tanto proinflamatoria (medida en términos de PCR y
INF-y) como antiinflamatoria (HLA-DR e IL-10). Todos 1los
casos de pancreatitis severa presentaron disminucién de HLA-
DR en la superficie de monocitos. Tres pacientes con
pancreatitis severa presentaron CARS (expresién de HLA-DR
menor a 30% en alguin momento del estudio) y dos de ellos
desarrollaron sepsis. La expresién de TLR1l, TLR2 y TLR4 en la
superficie de monocitos de pacientes con pancreatitis aguda
no presentdé un patrén de comportamiento especifico. HMGB1l se
encontré elevada en pacientes con pancreatitis aguda aunque
sin significancia estadistica. La presencia temprana de HMGB1
podria ser explicada por la necrosis pancreadtica asociada al
inicio de la pancreatitis.



ABSTRACT

Inflammation is the innate immune system’s response to local
infection or cell damage. To avoid an excessive deleterious
response, inflammation is kept in check by several regulatory

mechanisms. Despite these mechanisms, the initial
inflammatory process can become a systemic event known as the
systemic inflammatory response syndrome (SIRS). The SIRS

comprises several distinct pathological entities with
different etiologies such as sepsis, hemorrhagic shock, and
pancreatitis. In some patients, and opposed to the systemic
pro-inflammatory response, a compensatory anti-inflammatory
response syndrome (CARS) may arise. The CARS is characterized
by immunodepression and propensity to secondary infections.
Acute pancreatitis is characterized by a systemic
inflammatory process and is considered as a model to study
SIRS. Recently, the nuclear protein HMGBl1 ‘has been
characterized as a late mediator of lethality in sepsis. The
pro-inflammatory character of this cytokine and its late
kinetics could help reestablish the pro-inflammatory profile
in CARS patients.

In order to understand the role of HMGB1 in the systemic
inflammatory response, we studied 23 acute pancreatitis
patients. Plasma was obtained every 12 hours during the first
four days. As markers of SIRS we measured the serum
concentration of C reactive protein, INF~-y and HMGBl1. HLA-DR
surface expression on monocytes and IL-10 were also
determined and were considered as indicators of - CARS. TLR1,
TLR2, TLR4 surface expression on monocytes was also
determined.

In terms of C reactive protein and INF-vy serum
concentrations, acute pancreatitis patients presented with a
pro-inflammatory response as well as an anti-inflammatory
response (decreased HLA-DR expression and increased IL-10).
All severe acute pancreatitis cases showed decreased HLA-DR
expression on monocytes. CARS was identified in three cases
(less than 30% of monocytes expressing HLA-DR at a given time
during the study) and two of them developed sepsis. TLRI,
TLR2 or TLR4 did not show a specific expression pattern.
HMGB1 was found increased in patients with acute pancreatitis
as compared to healthy volunteers albeit non-significantly.
The necrotic process associated to the initial stages of
acute pancreatitis could explain the early detection of

HMGB1.




LISTA DE ABREVIATURAS

CARS

G-CSF

HMGB1

IL-1
IL-1ra
LPS

MARS
PAI
PAMP

PGE;

PRR

RAGE

SIRS

sIL-1R
sTNFR
TLR
TNF

tPA

Sindrome de respuesta antiinflamatoria compensadora
(compensatory anti-inflammatory response sindrome)

Factor estimulante de colonias de granulocitos

Proteina del grupo alta movilidad (high mobility
group protein-1)

Interleucina 1
Receptor antagonista de IL-1
Lipopolisacarido

Sindrome de respuesta de antagonistas mixtos (mixed
antagonist response syndrome)

Inhibidor del activador de plasmindgeno
(plasminogen activator inhibitor)

Patrones moleculares asociados a patdgenos
pathogen-associated molecular patterns)

Prostaglandina E2

Receptores que reconoce patrones (pattern
recognition receptors)

Receptor de los productos avanzados de
glucosilacién (receptor for advanced glycated end-
products)

Sindrome  de respuesta inflamatoria sistémica
(sistemic inflammatory response syndrome)

Receptor soluble de IL-1

Receptor soluble de TNF

Receptores tipo Toll (Toll-like receptors)
Factor de necrosis tumoral

Activador tisular de plasminégeno (tissue
plasminogen activator)



PAPEL DE HMGBl1 EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA SISTEMICA EN
PACIENTES CON PANCREATITIS AGUDA
ANTECEDENTES

INFLAMACION

El sistema inmune se divide en sistema inmune innato vy
sistema inmune adaptativo. El sistema inmune innato es el
primero en reconocer antigenos no propios, no tiene memoria e
influye sobre la manera en que el sistema inmune adaptativo
actual[l]. Este ultimo se activa de manera tardia, tiene
memoria y es especifico[2;3]. La inflamacién es un proceso en
el que intervienen células y moléculas del sistema inmune
innato como respuesta a una infeccidén o lesidén celular. Esta
respuesta limita el dafio provocado por el agente causal vy
promueve la reparacién del tejido afectado. En ocasiones, sin
embargo, la inflamacidén no es regulada adecuadamente vy
ocasiona enfermedades.

El sistema inmune innato es el responsable de iniciar el
proceso inflamatorio[4]. Ante un agente patdgeno o dafio
celular, el endotelio expresa moléculas de adhesidn
reclutando diversos tipos de leucocitos al sitio del evento
original. La expresidén sucesiva de moléculas de adhesidén y de
quimiocinas permite el fendmeno de marginacidén, rodamiento y

migracidén[5]. La activacién de las células efectoras
(monocitos 'y fagocitos polimorfonucleares) ocasiona la
formacién de intermediarios reactivos de oxigeno, 6xido
nitrico, defensinas y acidificacidén de fagosomas. En

conjunto, estos mecanismos aumentan la actividad fagocitica,
promueven el reclutamiento de mas células efectoras vy
mediante la presentacién de antigenos, inician la respuesta

adaptatival[6].

Las células del sistema inmune innato detectan la presencia
de agentes extrafios a través de receptores tipo Toll (Toll-
like receptor, TLR) y, como consecuencia, inician y regulan
la respuesta inmune adaptativa [1;7;8]. Estos receptores
reconocen patrones moleculares asocliados - a patbgenos
- (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) de manera
“especifica” o diferencial[9] y forman parte del grupo de

receptores que reconocen patrones (pattern recognition
receptors, PRRs) [10]. De esta manera, TLR4 reconoce vy
transduce la sefial del lipopolisacarido (LPS) o endotoxina de
bacterias gram-negativas|[8]; TLR1 reconoce lipopéptidos

triacilados, TLR3 reconoce RNA de doble cadena, TLR5 reconoce
flagelina[11], TLR9 reconoce CpG[l2], por ejemplo.




Durante el proceso inflamatorio, una respuesta
antiinflamatoria limita la magnitud de la respuesta
proinflamatoria inicial y el dafio colateral asociado[13;14].
Por causas aun no comprendidas, el proceso inflamatorio local
puede convertirse en un evento sistémico. Esta condicidén
clinica recibe el nombre de sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (systemic inflammatory response
syndrome, SIRS)[15;16].

SINDROME DE RESPUESTA INFLAMATORIA SISTEMICA

La 1infeccidén, 1la pancreatitis, el trauma severo y las
quemaduras son enfermedades que pueden dar origen a este
sindrome. Se diagnostica SIRS en un paciente que manifiesta
al menos dos de los siguientes criterios clinicos:
temperatura mayor de 38°C o menor de 36°C; frecuencia
cardiaca mayor de 90 por minuto; frecuencia respiratoria
mayor de 20 por minuto o PaCO; menor de 4.3 kPa; md&s de 12,000
leucocitos por mm®>, menos de 4,000/mm® o m&s de 10% de formas

inmaduras{17]. La respuesta de citocinas Y las
manifestaciones clinicas que éstas generan son comunes a
todas las causas de SIRS. Por 1lo tanto, wuna vez que

enfermedades tan diferentes como la pancreatitis y el trauma
severo generan una. respuesta inflamatoria sistémica, ambas
presentan un comportamiento molecular y clinico homélogos

[18;19] (figura 1).

Desde un punto de vista epidemioldgico, la sepsis es la causa
de SIRS que tiene més relevancia ya que ocasiona el mayor
numero de muertes en los pacientes que se encuentran en
estado critico[20]. En 1995 en los Estados Unidos, se estimd
la existencia de 750,000 nuevos casos al afio, de los cuales
210,000 (28%) fueron defunciones. El costo promedio de la
atencién a estos pacientes es de 22,000 ddblares con un costo
total anual de 16 mil millones de ddélares[21].

Sepsis

El evento inicial en 1los pacientes . con sepsis es la
liberacién de wuna endotoxina o wuna sustancia comparable
(PAMP) . Una vez en la circulacién, este PAMP es reconocido
por su PRR correspondiente en macrdfagos Y células
endoteliales. El paradigma utilizado para estudiar la via de
sefializacidén de PAMPs a través de PRRs es el reconocimiento
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del LPS de bacterias gram-negativas a través del complejo
CD14/MD2/TLR4 en el macréfago y su posterior activacién[8].
Esta via incluye la activacién sucesiva de MyD88, IRAK, TRAF-
6, MAP cinasas y NF-kappaB[22]. La translocacién de NF-kappaB
al nucleo genera la transcripcién de moléculas de adhesién,
citocinas (TNF, IL-1, 1IL-2, 1IL-8, 1IL-12, 1IL-10, G-CSF),
proteinas de fase aguda, factores de transcripcidén, oéxido
nitrico sintasa y cicloxigenasa-2, entre otros([23].

Una vez en la circulacidén, estas citocinas, en especial TNF,

IL-1 e IL-6, perpetuan la cascada de citocinas
proinflamatorias a través de la activacién de células
endoteliales. Esta secuencia de eventos tiene como

consecuencia la generacién de un estado procoagulante
caracterizado por activacién de trombina, inhibicién de la
cascada de anticoagulacién y fibrindélisis disminuida[5].
Ademas de ser responsable de la coagulacién en la
microcirculacién, la disfuncién endotelial causa adhesidén y
migracién de leucocitos, activacidén de especies reactivas de
oxigeno, vasodilatacién y produccién de citocinas([24].

El sistema de complemento también es activado a través de LPS
(via alterna) o a través de la unidén de manosa con su
receptor (via de la lectina). Ambas vias coinciden en C3 y
llevan a la produccién de C3a, CSa y el complejo C5b-9. Cba
es un factor quimiotactico potente, induce la produccidén de
anién superdxido en neutréfilos, vasodilatacidédn, aumento en
la permeabilidad vascular y liberacidén de enzimas granulares
y produccién de ROS por macréfagos[25]. Todo esto en conjunto
puede originar una respuesta proinflamatoria excesiva que
resulta en dafio tisular y falla organica multiple[26;27].

En respuesta a la cascada de citocinas proinflamatorias, .se
producen mediadores antiinflamatorios como IL-4, IL-10, IL-13
y PGE, que suprimen la sintesis y accidén de los mediadores
inflamatorios. Ademds, receptores solubles como IL-lra, sIL-
1RII, sTNFRp75, sTNFRp55, tienen efectos antiinflamatorios al
antagonizar o neutralizar la accién de su ligando

correspondiente[28].

Clinicamente, esta secuencia de eventos celulares Yy
moleculares, 1lleva a la falla circulatoria, lesién tisular
inducida por leucocitos y coagulacién sistémica que son 1los
determinantes criticos en el desarrollo de la falla organica

maltiple[28] (figura 2).



Curso de la respuesta inflamatoria en sepsis

Figura 2.
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TRATAMIENTOS CONTRA SEPSIS Y POR QUE NO HAN FUNCIONADO

Algunas de las moléculas que han servido como blanco
terapéutico en el tratamiento de la sepsis son LPS, TNF, IL-
1B, o¢éxido nitrico y moléculas del sistema de complemento.
Salvo la administracidén de proteina C reactiva, el resto de
los farmacos no han sido aprobados para su uso en

humanos[29]. El objetivo de estas monoterapias ha sido
bloquear o eliminar el agente proinflamatorio y modular la
cascada de <citocinas subsecuente. El1 fracaso de estos

tratamientos se debe, en parte, al concepto errdéneo de que
existe un sélo mediador critico, en gran parte responsable de
la fisiopatologia de la sepsis[15;30].

Otro factor que ha influido para que los tratamientos
propuestos para la sepsis no hayan tenido el éxito deseado es
la diferencia en la cinética de citocinas entre especies, lo
que dificulta extrapolar al humano los resultados obtenidos
en animales[31]. Ademas, los experimentos se han realizado en
animales sanos y en periodos de observacidédn cortos. Los pocos
ensayos con humanos se han 1llevado a cabo con dosis no
letales de endotoxina y el seguimiento de la evolucién ha
sido breve, mientras que la sepsis y 1la falla organica
miltiple se desarrollan a lo largo de ©periodos mas
prolongados[32]. Por ultimo, la dificultad para definir el
estado inmune de los pacientes ha impedido clasificarlos
adecuadamente entre aquéllos que presentan un estado
proinflamatorio de 1los que se encuentran mds bien en un
estado de “pardlisis inmune” [26;27].

- La 1inconsistencia en los resultados obtenidos con 1los
tratamientos disponibles contra la sepsis originé que la
fisiopatologia de la respuesta -inflamatoria sistémica fuera
revisada. En 1996, Bone[l5] acufié el término de “sindrome de

respuesta antiinflamatoria compensadora” (compensatory anti-
inflammatory response sindrome, CARS) para definir lo que en
estos pacientes se manifiesta "clinicamente como

susceptibilidad a la infeccidén y en el nivel celular como
anergia de los monocitos. Bone propuso un modelo de cinco
etapas sucesivas para explicar el desarrollo de la respuesta
~inflamatoria: Una respuesta local, el escape de mediadores a
la circulacién sistémica, SIRS, CARS % disonancia
inmunolégica[l5;31] (figura 3). :

En la primera fase, una lesidén local de origen infeccioso o
herida quiruargica, por ejemplo, genera una reaccién
inhflamatoria que limita y repara el dafio tisular. A ésta le



Figura 3. Las cinco etapas en el desarrollo de la falla
orgdnica multiple
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sigue una reaccidén antiinflamatoria local que evita que la
reaccién inflamatoria aumente en magnitud y genere mas dafio.
La respuesta se convierte en sistémica cuando el dafio inicial
es severo y sobrepasa la capacidad reguladora de la respuesta
antiinflamatoria. En esta etapa se pueden detectar citocinas
y otros mediadores proinflamatorios en la circulacidn.
Finalmente, aparece una respuesta sistémica antiinflamatoria
donde muy pocos signos clinicos son evidentes.

Sindrome de respuesta antiinflamatoria compensadora

En algunos pacientes la regulacién de la respuesta
inflamatoria es 1inadecuada y es evidente una reaccidn
sistémica masiva que se manifiesta como SIRS. A menos que la
homeostasis sea recuperada, sobreviene falla orgénica
miltiple y muerte. Algunos pacientes fallecen en esta fase
mientras que otros desarrollan una fase antiinflamatoria que
puede ser excesiva y ocasionar inmunosupresién[15;31].

La caracteristica cardinal del CARS es la ‘“parélisis
inmune”[33]. Esta se caracteriza por la disminucién de 1la
capacidad del monocito para secretar TNF ex vivo ante el
estimulo con LPS. Ademds, es una condicidén que se asocia a la
disminucién en la expresién de HLA-DR y CD80/86 en la
superficie del monocito, y por tanto, a la incapacidad para
presentar antigenos. Esta alteracién se presenta en pacientes
posquirurgicos, pacientes con traumatismo severo, quemaduras
0 sepsis[34:;35] y se relaciona con infecciones oportunistas y
mal prondstico[36-38]. Tanto la expresién de HLA-DR como la
disminucién en la sintesis de TNF-a ante el estimulo con LPS
ex vivo son considerados como indicadores moleculares de

CARS[36;39].

Sindrome de respuesta mixta de antagonistas

La fase final es la de “disonancia inmunoldgica”. En ésta, se
puede presentar inflamacidén masiva persistente o]
inmunosupresién complicada con infecciones secundarias.
Algunos pacientes oscilan entre periodos de inflamacidén e
inmunosupresién hasta que sobreviene la muerte. Este estado
es conocido como sindrome de respuesta de antagonistas mixtos
(mixed antagonist response syndrome, MARS) [16].

De acuerdo con el tipo de evidencia clinica manifestada, se
sugiere la prevalencia de un sindrome sobre otro o la
- coexistencia de ambos; Compromiso cardiovascular (predomina
SIRS); homeostasis (balance entre SIRS Y CARS); apoptosis



(predomina SIRS); disfuncién orgénica (predomina SIRS);
inmunosupresién (predomina CARS) [16;31].

PANCREATITIS AGUDA COMO MODELO DE INFLAMACION SISTEMICA

La pancreatitis aguda es un proceso inflamatorio agudo del
pancreas y tejidos situados alrededor de éste, que puede
propagarse y afectar o6rganos remotos [40;41]. Las causas de
la pancreatitis aguda son diversas aunque los calculos en el
conducto biliar comun (80% de los casos) y el consumo agudo
de alcohol son las més frecuentes[42;43]. La caracteristica
clinica de la pancreatitis aguda es el dolor epigédstrico
continuo, penetrante y con irradiacién a la espalda. La
pancreatitis aguda se clasifica en leve o severa de acuerdo a
los criterios de Ranson [44] y puede presentar complicaciones
como el choque <circulatorio, falla renal e 1insuficiencia
respiratoria[43;44].

La pancreatitis aguda es considerada como un modelo para el
estudio del SIRS ya que presenta una cascada de mediadores
moleculares homéloga a la encontrada en sepsis y otras causas

de inflamacién sistémica[45]. Sin embargo, a pesar de que la
pancreatitis aguda y la sepsis presentan una patrén de
citocinas comparable[46], el estudio de pacientes con

pancreatitis ofrece ciertas ventajas con respecto al estudio
los pacientes sépticos.

En primer lugar, el dolor abdominal ‘en los pacientes con
pancreatitis se considera como un signo del 1inicio del
proceso inflamatorio mientras que en los pacientes sépticos
tal indicador no existe [32;41]. Se estima, ademds, que los
pacientes con pancreatitis ingresan al hospital 36 a 72 horas
después del evento molecular que genera el padecimiento. En
cambio, los pacientes que desarrollan sepsis lo hacen dias o
semanas después de iniciada la infeccidén. Esto ocasiona que
los pacientes sépticos de una cohorte se encuentren en
diferentes fases en la evolucién del proceso inflamatorio lo
que dificulta la interpretacién de resultados. Por ultimo,
los pacientes con pancreatitis tienen wun comportamiento
clinico m&s homogéneo que los pacientes sépticos[46].

MEDIADORES DE INFLAMACION EN PANCREATITIS
Los estudios de citocinas en pancreatitis se han limitado a
establecer marcadores de severidad (IL-6 e IL-8) o mediadores

de progresién de la enfermedad (TNF e IL-1)[47;48]. Sin
embargo, son pocos los estudios que tienen como fin
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caracterizar la respuesta inmune temprana en este tipo de
pacientes [49]. Uno de estos trabajos ha concluido que la
activacidén intrapancredtica de enzimas digestivas ocasiona
una lesidn tisular local. Como consecuencia, los macréfagos
que residen en el péancreas liberan IL-1, TNF, IL-6, e IL-

10[50]. Aparte del macréfago, las células acinares del
pancreas son otra fuente de mediadores inflamatorios
(bradicininas, 6xido nitrico y quimiocinas) [18]. La

produccién de citocinas en el pancreas es seguida, horas
después, por una produccién adicional en oérganos como el
higado, pulmén y bazo. El factor o grupo de factores que
inducen la expresién de citocinas en estos sitios aun se

deésconoce[51]
HMGB1

La proteina nuclear HMGB1 ha sido considerada recientemente
como un blanco terapéutico en sepsis[52-54]. HMGB1 (high
mobility group protein-1) es un miembro del grupo de las
proteinas de gran movilidad, llamadas de esta manera por su
movilidad electroforética. La proteina HMGB1 de humano cuenta
con 219 residuos en su secuencia primaria. Su extremo amino
es rico en residuos de lisina, mientras que en el extremo
carboxilo aparecen 30 residuos consecutivos de acido
aspartico o acido glutamico[55]. HMGB1l y otros miembros de la
familia, comparten el motivo conocido como “caja” HMG, un
fragmento de aproximadamente 80 residuos, en forma de “L” que
otorga a la proteina su capacidad de unién al DNA y el
reconocimiento de estructuras distorsionadas de DNA[56] tales
como el DNA cruciforme y residuos de cisplatino-DNA[57].

HMGB1 es un mediador tardio en la letalidad por sepsis[58]:
HMGB1 . es secretada por monocitos estimulados por mas de 8
horas con LPS, TNF e IL-1. Ademds, HMGBl1 es detectada 8 a 32
horas después de la inyeccidén de endotoxina en ratones. En
éstos, la administracién tardia de anticuerpos anti-HMGBI1
atenua la letalidad por endotoxina. Finalmente, la
administracién de HMGB1 en ratones es letal. En humanos, se .
ha encontrado HMGB1 elevada en el suero de pacientes sépticos
y en un caso de choque hemorragico.

La administracién intratraqueal de HMGBl produce lesidn
inflamatoria aguda del pulmén con acumulacién de neutréfilos,
edema pulmonar y aumento en la produccién pulmonar de TNF e
IL-1 lo que sugiere una funcidén como mediador a distancia de
la lesién pulmonar inflamatoria[32]. También se ha demostrado
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la secrecién de HMGBl por células de hipéfisis anterior con
el estimulo de TNF e IL-1[62].

Las células endoteliales responden ante HMGBl1 causando
aumento en la expresién de las moléculas de adhesidén ICAM-1 vy
VCAM-1 en una manera dependiente de dosis y tiempo. Ademds
induce la secrecién de TNF, IL-8, PAI-1 y tPA en éstas. La
estimulacién de células endoteliales con HMGB1 produce la
fosforilacién de MAPKs y la translocacidén de NF-kB[63].

HMGB1 estd también asociada con la funcidén de 1la barrera
intestinal. HMGBl incrementa la permeabilidad al dextran de
monocapas de células enterociticas Caco-Z2A través de "la
formacién de éxido nitrico. Asimismo, la administracién de la
“caja B” de HMGB1l aumenta la permeabilidad al dextran de la
mucosa del ileo y la translocacidédn bacteriana hacia los nodos

linfaticos mesentéricos[64].

En conjunto, estos datos sugieren que HMGBl1 es un mediador
importante en sepsis y en inflamacidén sistémica([59-61].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La sepsis y el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SIRS) tienen una mortalidad del 30 al 70% y representan un
costo elevado para las wunidades de terapia intensiva.
Diversos tratamientos han sido aprobados para tratar esta
enfermedad sin el éxito esperado[32;65]. Esto es debido, en
parte, a la heterogeneidad en 1la estratificacién de 1los
pacientes estudiados, y a la falta de analogia entre los
modelos utilizados y el escenario clinico[16;32].

Desde el punto de vista molecular, existe la tendencia de
estudiar mediadores . proinflamatorios. En cambio, pocos
trabajos se han dedicado a explicar el papel de los
mediadores antiinflamatorios en este tipo de pacientes. Son
aun menos los que reconocen que ambos tipos de mediadores son
responsables de las manifestaciones clinicas observadas en
los pacientes con este sindrome.

Se ha propuesto a la pancreatitis aguda como modelo para el
estudio de la respuesta inflamatoria y de sepsis[45] ya que
presenta caracteristicas hemodinamicas similares y perfiles
de mediadores inflamatorios comparables a los encontrados en
sepsis[66]. Ademas, en los pacientes con pancreatitis aguda
se puede determinar con precisién el 1inicio del proceso
inflamatorio, lo que permite estratificarlos adecuadamente.

[67].
OBJETIVO GENERAL

En el presente trabajo proponemos estudiar a pacientes con
pancreatitis como modelo de inflamacién sistémica. Se
pretende delinear el ©perfil proinflamatorio (SIRS) y
antinflamatorio (CARS) para determinar la relacidén temporal
entre ambos y la participacién de 1la proteina HMGB1 en
pacientes con esta enfermedad. Los resultados obtenidos en
este trabajo sugerirdn una funcidén para HMGBl en el contexto
de la inflamacidén sistémica en general, y de la pancreatitis

en particular.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la concentracién de proteina C reactiva, IL-10 e
INF-y en suero de pacientes con pancreatitis aguda leve vy

severa.

Determinar la concentracién de HMGB1 sérica en pacientes con
pancreatitis aguda leve y severa.

Determinar la expresién de TLR1, TLR2 Y TLR4 en la superficie
de células mononucleares CD14+ de pacientes con pancreatitis
aguda leve y severa.

HIPOTESIS

Los pacientes con pancreatitis leve presentaradn una respuesta
proinflamatoria seguida de una respuesta compensadora
antiinflamatoria. En los casos de pancreatitis grave se
observard una respuesta proinflamatoria inicial seguida por
una respuesta antiinflamatoria compensadora severa que
favorecerd la infeccidén. La concentracié4n de HMGB1 aumentara
‘en los casos de pancreatitis severa complicada con infecciédn.
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METODOLOGIA
DISENO Y POBLACION DEL ESTUDIO

Se 1llevd a cabo wun estudio observacional, descriptivo,
longitudinal y prospectivo de una cohorte. Se incluyeron 23
pacientes de los servicios de Terapia Intensiva, Cirugia
General y Medicina Interna del Hospital Judrez de México
perteneciente a la Secretaria de Salud y del Hospital
Regional de Zona No.l ™“Gabriel Mancera” perteneciente al
Instituto Mexicano del Seguro Social. La cohorte se integrd
con pacientes en los que se establecié el diagndstico de
pancreatitis aguda de acuerdo a criterios clinicos (dolor
abdominal intenso con irradiacién a la espalda), bioquimicos
(aumento en la concentracidén de amilasa sérica) y de imagen
(ultrasonido y/o tomografia axial computarizada) y que
cumplieron con los siguientes criterios:

Criterios de inclusiédn:
a. Pacientes <con pancreatitis aguda de reciente
inicio (< de 72 horas).
b. Pacientes que acepten participar en el protocolo
de investigacién, mediante la firma del
consentimiento informado.
c. Pacientes con edades entre 18 y 60 afos.

Criterios de no-inclusidn:
a. Pacientes con pancreatitis aguda con més de 72
horas de evolucidn.
b. Pacientes postoperados.
c. Pacientes con pancreatitis aguda bajo tratamiento
con citocinas.
d. Negativa de inclusidén al protocolo por parte del
médico o servicio tratante.
e. Pacientes con enfermedades autoinmunes.

f. Pacientes con algun tipo de inmunodeficiencia
primaria o secundaria conocida.

g. Pacientes con infecciones, trauma severo o
quemaduras. A

h. Pacientes con insuficiencia renal <crénica o

insuficiencia hepéatica.

Criterios de exclusidn:
a. . Defuncién en las primeras 48 horas después de

iniciada la toma de muestras.
b. Rechazo por el paciente y/o familiares para

continuar en el protocolo.
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Como poblacién control se incluyeron 24 voluntarios
clinicamente sanos con edades entre los 18 y los 60 afios.

OBTENCION DE MUESTRAS

‘Los médicos adscritos al servicio correspondiente realizaron
el diagnéstico de pancreatitis aguda e incluyeron a los
pacientes en el estudio en funcién a los criterios de
inclusién y exclusién. Se obtuvieron 10 ml de sangre de vena
periférica o <catéter central cada 12 horas durante 1los
primeros tres dias de internamiento. Posteriormente las
muestras fueron tomadas cada 24 horas hasta cumplir 4 dias de
estancia. Una vez tomada la muestra fue transportada a la UIM
Inmunoquimica del Hospital de Especialidades del Centro
Médico Nacional Siglo XXI donde fue procesada. Se obtuvieron
aproximadamente 20 mL de sangre venosa obtenidos de catéter
central o puncidén en tubos Vacutainer® (Becton Dickinson) de
10 mL con y sin heparina de sodio con el fin de obtener
células mononucleares de sangre periférica e} suero,
respectivamente. La muestra sin aditivo permanecié 2 horas a
temperatura ambiente. Se retiré el coadgulo del tubo y se
centrifugd (Rotina 35R®, Hettich) a 1,500 rpm por 10 minutos
a 4°C. El suero resultante fue distribuido en tubos eppendorf
de 0.5 mL y almacenado a 70 °C para la deteccidén de
citocinas. La sangre de los tubos con heparina fue procesada
inmediatamente para la obtencién de células mononucleares.

OBTENCION Y SEPARACION DE CELULAS MONONUCLEARES

Se mezcld un volumen de sangre con otro igual de solucidn
salina isoténica en un tubo Falcon® (Corning) de 50 mL. En
tubos Falcon® de 15 mL se colocaron 2 mL de Ficoll® (Hypaque)
y se agregaron 11 mL de sangre previamente diluida. Se
centrifugé a 1,500 rpm (380g) por 30 minutos a temperatura
ambiente. Se aspiré la fase de células mononucleares y se
transfirieron las células mononucleares a un tubo Falcon® de
15 mL, agregando 14 mL con solucién salina isoténica. Se
centrifugé a 1,500 (380g) rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente, se removié el sobrenadante por decantacién y se
resuspendié el botén de células. Se realizaron dos lavados
mas con solucidén salina isotdnica.centrifugando a 1,000 rpm
(170)g por 10 minutos a temperatura ambiente. En cada ocasidn
se removié el sobrenadante y se resuspendié el botdn. El
contenido de todos los tubos fue vaciado a uno sélo,
agregandose 2 mL de solucidén salina isoténica. Finalmente, se
conté el numero de células en hematocitédmetro.
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TINCION DE MONONUCLEARES Y ADQUISICION EN EL CITOMETRO DE
FLUJO

Se colocaron 5 x 10° células por pozo de una microplaca de 96
pozos. Se anadieron 100 pL de solucién de bloqueo (PBS, 0.1%
NaN3, 2% suero fetal bovino, 2% IgG humana, 5 mM EDTA, pH
7.4) a cada pozo y se dejdé incubar la microplaca por 45
minutos sobre hielo. Posteriormente se centrifugdé a 2,500 rpm
(830g) por 3 min a 4 °C y se decanté el sobrenadante. Se
resuspendieron las células y se agregaron 50 pL de la

solucién de bloqueo con el anticuerpo de interés. Los
anticuerpos utilizados fueron antiCD14 conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC), antiHLA-DR conjugado a

ficoeritrina (PE), IgG2a e IgGl conjugados a PE como control
de isotipo (Becton Dickinson) y anti-TLR1, anti-TLR2 y anti-
TLR4 conjugados a PE (eBioscience). La dilucién utilizada fue
de 1:10 para los anticuerpos antiHLA-DR, anti-TLR1l, anti-
TLR2, anti-TLR4 y los controles de isotipo. Se utilizd una
dilucién de 1:25 para anti-CD14. Las células se incubaron en
oscuridad sobre hielo por 15 min. Se centrifugd la microplaca
a 2,500 rpm (830g) por 3 min a 4 °C. Las células se
decantaron y resuspendieron. Se afiadieron 100 puL de solucién
de tincién (PBS, 0.1% NaN3, 2% suero fetal bovino, 5 mM EDTA,
pH 7.4) a cada pozo. Se centrifugdé a 2,500 rpm (830g) por 3
min a 4 °C y se repitié el lavado una vez mads. Finalmente,
las células fueron resuspendidas en 100 uL de solucién de
tincidén y se transfirieron a tubos de poliestireno para
citometria (Becton Dickinson) con 400 uL de solucidn de
tincién cada uno. La concentracién final fue de 1 x 10°

células/mL.
ADQUISICION DE CELULAS EN CITOMETRO

Las muestras fueron adquiridas y analizadas en un citdmetro
FacsCalibur® (Becton Dickinson) utilizando el programa
CellQuest® (Becton Dickinson). Se adquirieron al menos 5,000
eventos de la zona de monocitos definida por tamafio vy
granularidad. Los resultados se expresan como la proporcidn
de monocitos CDl14+ que expresan HLA-DR, TLR1, TLRZ2 o TLR4
(figura 4). El1 tiempo transcurrido desde 1la toma de la
muestra hasta su tincién para ser leida en el citdémetro

siempre fue menor a 5 horas.
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DETECCION DE HMGB1 EN SUERO

Se filtraron 250 uL de suero a través de tubos Centricon 100®
(Millipore), centrifugando a 3800 rpm por 60 minutos a 8 °C.
Se tomaron 80 pL de la porcidédn filtrada y se mezclaron con
80pL de buffer de corrimiento 1x (Tris-HCl pH 6.8, glicerol,
SDS y azul de bromofenol) en un tubo eppendorf de 500 uL.
Enseguida se hirvidé la muestra por 3 minutos y se centrifugd
a 10000 rpm por 5 minutos. Las muestras (10 pL de cada una)
se corrieron en un gel de poliacrilamida con un gradiente de
concentracién 10-20% (Tris-HCl, 26 pozos, Criterion, Biorad)
a 200 V por 45 minutos. El1l buffer de corrimiento utilizado
fue (Tris (hidroximetil)metilamina, glicina y SDS, pH 8.3).
Se transfiridé el contenido del gel a una membrana de PVDF
(Immun-blot®, Biorad) a 25 V por 12 horas en cuarto frio y
con hielo. Una vez transferida la membrana, se sumergid en
solucidén de bloqueo (PBS, 0.2% Tween, 5% leche descremada)
por 1 hora a temperatura ambiente. Al terminar se incubd por
12-18 horas a 4°C con anticuerpo policlonal anti-HMGB1l de
conejo (purificado por afinidad, lote R241 obtenido de Kevin
Tracey, NS-LIJ Research Institute), usando una dilucidén 1:250
con solucidédn de bloqueo. Posteriormente, se lavd la membrana
4 veces por 15 minutos en cada ocasidédn con solucidén de lavado
(PBS, 0.2% Tween). Se agregd segundo anticuerpo (cabra anti-
conejo, F(ab): conjugado a peroxidasa) usando una dilucidn
1:1,000 por 1 hora a temperatura ambiente y se lavd
nuevamente. Se utilizdé luminol como sustrato (ECL kit®) y las
membranas fueron reveladas en placas de radiografia en cuarto
oscuro con 5-15 segundos de exposicidén. La lectura de los
resultados se realizdé en un densitdédmetro Biorad G800 usando
el programa Quantity One (BioRad) . Se utilizaron
concentraciones conocidas de HMGB1 como estandar.

DETECCION DE CITOCINAS EN SUERO

La concentracién de las citocinas IFN-y e IL-10 se determind
mediante ELISA (OptEIA® Pharmingen). Se utilizaron placas de
96 pozos y se cubrieron con 100pL de wuna dilucidén de
anticuerpo de captura diluido en solucién reguladora

(bicarbonato de calcio, carbonato de calcio, pH 9.5). La
placa se incubdé toda la noche a 2-8 °C y se lavd 3 veces con
solucidén reguladora de lavado (PBS vy 0.05% Tween-20). Los

pozos fueron cubiertos con 200 pL de solucidn reguladora de
bloqueo (PBS con suero fetal bovino al 10%, pH 7.0) vy
permanecieron en incubacién por 1 hora a temperatura ambiente
y se lavaron 3 veces con solucidén reguladora de lavado. Se
prepararon diluciones seriadas del estandar dependiendo de la
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citocina y por duplicado se colocaron 50 pL de cada
concentracién estandar y 50 pL por duplicado de cada muestra
y controles. Las placas permanecieron en incubacién por 2
horas a temperatura ambiente y se lavaron 5 veces con
solucién reguladora de lavado. Se afiadieron 100 uL de
solucidén detectora (anticuerpo de deteccidn y estreptavidina-
HRP, ésta ultima a una dilucién 1:250) a cada pozo y se
incubaron por 1 hora a temperatura ambiente. Se lavdé 7 veces
con solucidén reguladora de lavado. Se arnadieron 100 pL de
solucién sustrato (tetrametilbenzidina y peroéxido de
hidrdégeno} a cada pozo y se incubaron por 30 minutos en
oscuridad y a temperatura ambiente. Se afladieron 50 pL de una
solucién de &cido sulfurico 2N e inmediatamente se leyd la
placa a 450 nm. La concentracién final de cada citocina se
calculd automdticamente en el programa Biolinx en base a la
curva estandar de cada placa.

ANALISIS ESTADISTICO
La significancia estadistica de las diferencias observadas en

citocinas y marcadores de superficie entre pacientes con
pancreatitis severa y grave fue calculada ustando la prueba t

de Student de dos colas.
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RESULTADOS

Se incluyeron un total de 23 pacientes. Se excluyeron 6
pacientes con pancreatitis leve por rehusarse a continuar en
el estudio. De los 17 pacientes restantes, la edad promedio
fue de 40 afios y la distribucién por sexo fue de 10 hombres y

7 mujeres (tabla 1).

La pancreatitis fue de origen biliar en 10 pacientes,
alcohdélica en 4 pacientes, hipertrigliceridemia en uno y no
se determindé su origen en 2. Nueve casos fueron clasificados
como pancreatitis leve y ocho como pancreatitis severa. Tres
pacientes con pancreatitis severa fallecieron. El1 lapso entre
el 1inicio de 1los sintomas y el ingreso al servicio de
urgencias fue de 29.6 horas promedio. Los pacientes con
pancreatitis leve no presentaron complicaciones infecciosas.
Se obtuvo un cultivo positivo bacteriano en dos pacientes con

pancreatitis severa.

La concentracién de HMGB-1 y expresién de HLA-DR, TLR1l, TLR2
y TLR4 en la superficie de monocitos de voluntarios sanos se

encuentra en la figura 5.

Proteina C reactiva

La concentracién de proteina C reactiva en pacientes con pan
creatitis leve inicié con 11 mg/dL y presenté un incremento
gradual hasta alcanzar 3 veces su valor inicial al segundo,
dia para descender al valor basal al cuarto dia. En pacientes
con pancreatitis severa, la concentracién fue de 13 pg/mL al
ingreso alcanzando su maxima concentracién a las 36 horas y
descendié gradualmente hasta -el cuarto dia. La variacién
entre pacientes con pancreatitis severa en la concentracién
de proteina C reactiva fue considerable. No se encontrd
diferencia estadisticamente significativa en . ninguna de las

observaciones (figura 6).
IL-10

El promedio de la concentracién de IL-10 en los pacientes con.
pancreatitis leve fue de 15 pg/mL a su ingreso y descendié
progresivamente hasta 5 pg/mL al cuarto dia. Los pacientes
con pancreatitis severa presentaron al ingreso.un promedio de
125 pg/mL. La concentracién disminuyé répidamente hasta 85
pg/mL a las 36 horas y siguié descendiendo hasta alcanzar su
valor minimo de 14 pg/mL al dia 2.5. La concentracién de IL-
10 siempre fue mayor en los pacientes con pancreatitis severa
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Paciente Edad Género Etiologia Tiempo* Severidad Evolucidn
1 RGM 40 Masc Idiopéatica 24 Severa Defuncién
2 LHM 31 Fem Biliar 48 Leve Alta
3 MZL 36 Masc Alcohoélica 48 Severa Defuncién
4 BHJ 28 Masc Biliar 48 Severa Alta
5 MMA 31 Fem Trigliceridemia 48 Severa Alta
6 PRS 21 Fem Biliar 12 Leve Alta
7 GGL 57 Masc Biliar 24 Severa Alta
8 GOR . 56 Fem Idiopatica 12 Severa Defuncién
9 LBL 30 Masc Alcoh6élica 48 Leve Alta
10 MFM 35 Fem Biliar 48 Leve Alta
11 CMG 40 Masc Biliar 12 Leve Alta
12 MVR 54 Masc Alcohdlica 24 Severa Alta
13 MRA 29 Masc Alcohdlica 24 Leve Alta
14 EFS 49 Fem Biliar ' 24 Leve Alta
15 FCF 67 Masc | Biliar 24 Severa Alta
16 CBS 36 Fem Biliar 24 Leve Alta
17 JNZ 42 Masc Biliar 12 Leve Alta

Tabla 1. Resumen de pacientes con pancreatitis aguda

* Horas de evolucidén entre la aparicién de dolor epigdstrico y el ingreso al hospital



encontrandose diferencia estadisticamente significativa tan
s6lo a las 12 horas después del ingreso (figura 7).

INF-y

Los pacientes con pancreatitis leve presentaron - una
concentracién de INF-y de 12 pg/mL al ingreso, aumenté a las
12 horas y descendié a 9 pg/mL a las 36 horas. Los pacientes
con pancreatitis severa iniciaron con 18 pg/mL y tendieron a
permanecer por arriba de la concentracién de los pacientes
con pancreatitis aguda hasta el segundo dia y al tercer dia
alcanzé su concentracién minima (5 pg/mL). Sin embargo, no se
encontré diferencia estadisticamente significativa en ninguno
de los dias (figura 8). '

HLA-DR/CD14

El porcentaje de células mononucleares de sangre periférica
CD14+ que expresan HLA-DR en su superficie en voluntarios
sanos fue de 97% promedio. En el caso de pacientes con
pancreatitis leve (PL) dicho porcentaje fue de 85% al ingreso
y descendidé hasta 58% en las primeras 12 horas. El1 porcentaje
aumentd gradualmente hasta 71% a los cuatro dias. Los
pacientes con pancreatitis severa se presentaron al ingreso
con 57% y fluctuaron a lo largo de cuatro dias con una
expresién minima de 46% a las 36 horas. Aunque la expresidn
de HLA-DR en pacientes con pancreatitis leve siempre fue
mayor a la de pacientes con pancreatitis severa, la
diferencia sdélo alcanzé significancia estadistica al ingreso

(figura 9).
TLR1/CD14

La expresién de TLR1 en la superficie de monocitos de
voluntarios sanos fue de 75% promedio. A su ingreso, los
pacientes con pancreatitis leve fue de 34% y descendidé a 20%
a las 12 horas. La expresidén se mantuvo constante hasta el
final del periodo observado. Los pacientes con pancreatitis
severa presentaron al ingreso 31% y la expresién de TLR1
tendié a aumentar hasta 42% a las 36 horas alcanzando una
meseta hasta el segundo dia para descender a 8% al tercer
dia. No se encontré diferencia estadisticamente significativa
en ninguna de las mediciones (figura 10). '

TLR2/CD14
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El promedio en la expresién de TLR2 en monocitos de
voluntarios sanos fue de 50%. Los pacientes con variedad leve
ingresaron con un promedio de expresién de 50% y disminuyeron
a 21% a las 12 horas. El porcentaje de expresidén aumentd a
33% en el dia 2.5 para terminar en 24% al cuarto dia. Los
pacientes con pancreatitis severa ingresaron <con 22%
disminuyeron a 12% y ascendieron hasta 67% en el dia 4. La
diferencia entre grupos no alcanzé significancia estadistica
en ninguno de los puntos estudiados (figura 11).

TLR4/CD14

Los voluntarios sanos presentaron un promedio de expresidén de
TLR4 de 6%. Al ingreso, los monocitos de pacientes con
pancreatitis leve y severa presentaron un porcentaje de
expresién de 19 y 17%, respectivamente. El comportamiento en
ambos grupos de pacientes fue similar, permaneciendo estable
hasta el cuarto dia y nunca superdé 20%. No hubo diferencia °
estadisticamente significativa en ninguna de las mediciones

(figura 12).

HMGB1

La concentracién de HMGBl1 en el grupo de pancreatitis leve
fue de 751 ng/mL al ingreso. El concentracién aumentd vy
disminuyd durante el periodo de estudio. La concentracidn
madxima alcanzada fue de 920 ng/mL al dia 2.5. El grupo de
pacientes con pancreatitis severa presentdé una concentracién
inicial de 811 mng/mL y fue mayor que el grupo con
pancreatitis leve hasta el dia 2.5. A partir del segundo dia,
la concentracién fue mayor en el grupo con pancreatitis leve.
S6lo se observd significancia estadistica al segundo dia

(figura 13).

La concentracién de citocinas y expresidén de marcadores en la
superficie de monocitos, asi como el tamafio de la muestra
para cada determinacién, se muestran en la tabla 2. :
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Figura 5. Concentracién de HMGBL y expresién de HLA-DR, TLR1,
TLR2 y TLR4 en la superficie de monocitos de voluntarios
sanos. La linea indica el promedio. '
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Figura 6. Concentracién de PCR en suero de pacientes con
pancreatitis aguda.
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Figura 7. Concentracién de IL-10 en suero de pacientes con
pancreatitis aguda. *p < 0.05
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Figura 8. Concentracidén de INF-y en suero de pacientes con
pancreatitis aguda.
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Figura 9. Expresién de HLA-DR en la superficie de monocitos
de pacientes con pancreatitis aguda. *p < 0.05
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Figura 10. Expresién de TLR1 en la superficie de monocitos_'de
pacientes con pancreatitis aguda. '
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Figura 11. Expresién de TLR2 en la superficie de monocitos de

pacientes con pancreatitis ‘aguda.
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Figura 12. Expresién de TLR4 en la superficie de monocitos de
pacientes con pancreatitis aguda.
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Figura 13. Expresidén de HMGBl en la superficie de monocitos
de pacientes con pancreatitis aguda. *p < 0.05
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Dia O

Dia 0.5

Dia 1

Dia 1.5

Dia 2

Dia 2.5 Dia 3 Dia 4
PCR LEVE 11 +4 (9) 22 + 7 (9) 28 £ 9 {9) 30 + 10 (9) 31 + 10 (9) 30 + 10 (8) 27 +9 (8) 17+ 6 (8)
SEVERA 13+5 {7) 49 + 17 (8) 59 + 24 {6) 72 + 32 (S) 68 + 30 (5) 59 + 26 (S) 63 + 31 (4} 51 + 26 (4)
IL-10 LEVE 15+ 6 (7) 16 £t 6 (8) 135 (8) 12 £5 (7 5+ 2 (7 11 + 4 (7) 72 (8) St 2 (7)
SEVERA 125 £ 47 (7) 148 t 60 (6) 85 + 35 {6) 23 £ 12 (4} 26 £ 13 (4) 14 £ 7 (4) 20 + 11 (3) 29 + 14 (4)
INF LEVE 12+ 4 (8) 22 + 7 (9) 17+ 6 (9} 9+3 (8) 15+ 5 (8) 19+ 7 (7} 12+ 4 (8] 21+ 8 (7)
SEVERA 18 + 7 (7) 31 + 11 (7) 30 + 11 {7} 10 + 4 (5) 13+ 6 (5} 7+ 3 (5) 5+3 (3) 11+ 5 {4)
HLADR LEVE 0.85 + 0.32 (7} 0.58 + 0.24 (6) 0.61 £ 0.27 (5) 0.65 + 0.27 (6) 0.63 £ 0.28 (5) 0.65 = 0.27 (6) 0.68 £ 0.28 (6} 0.71 £ 0.32 (5)
SEVERA 0.57 £ 0.23 (6} 0.52 £ 0.23 (5) 0.47 £ 0.24 (4) 0.45 + 0.20 (5) 0.54 £ 0.31 (3) 0.46 + 0.23 (4) 0.54 £ 0.27 (4) 0.61 + 0.31 (4)
TLR1 LEVE 0.34 £ 0.11 (9) 0.20 £ 0.07 (9) 0.22 £ 0.08 (7) 0.27 £ 0.10 (8) 0.19 £ 0.07 (7) 0.26 + 0.09 (8) 0.23 + 0.08 (8) 0.19 x 0.07 (8)
SEVERA 0.31 +£0.12 (7) 0.36 £ 0.14 (7 0.310.14 (5) 0.42 £ 0.17 (6) 0.38 + 0.22 (3) 0.38 & 0.19 (4) 0.08 £ 0.05 (3) 0.06 £ 0.03 (3)
TLR2 LEVE 0.50 £ 0.17 (9) 0.21 £ 0.07 (9) 0.19 £ 0.07 (7) 0.23 £ 0.08 (8) 0.29 £ 0.11 (7) 0;331 0.12 (8) 0.31 £ 0.11 (8) 0.24 £ 0.08 (8)
S8EVERA 0.22 £+ 0.09 (6) 0.27 £ 0.11 (6) 0.12 £ 0.05 (5) 0.12 £ 0.05 (6) 0.35 % 0.20 (3) 0.21 % 0.11 (4) 0.38 £ 0.22 (3) 0.67 £ 0.47 (2)
TLR4 LEVE 0.19+ 0.07 (8) 0.03 £ 0.01 (8) 0.13 £ 0.05 (7 0.14 £+ 0.05 (7) 0.05 ¢ 0.02 (7) 0.11 £ 0.04 (7) 0.05 £ 0.02 (7) 0.06 £ 0.02 (8)
SEVERA 0.17 £ 0.06 (7) 0.06 £ 0.02 (7) 0.13 + 0.06 (5) 0.02 + 0.01 (6) 0.01 £ 0.01 (3) 0.04 £ 0.02 (4) 0.15+0.09 (3) 0.04 £ 0.03 (3)
HMGB1 LEVE 751.2 + 266 (8) . 736.3 t 260 (8) 640.5 = 213 (9) 865.0 + 306 (8) 623.6 = 220 (8) 920.4 = 325 (8) 817.2 + 289 (8) 903.9 + 320 (8)
SEVERA 811.0 & 331 (6) g61.1 + 304 (8) 791.6 + 323 (6) 817.2 + 334 (6) .962.5+ 481 (4) -813.0 t 364 (5) 569.3 + 329 (3) 746.0 £ 373" (4)
Tabla 2. Resumen de marcadores de superficie de monocitos y citocinas en suero. HLA-DR,
TLR1, TLR2, TLR4 se expresan como

marcadores.

la proporcidén de monocitos que expresan dichos



DISCUSION

La proteina C reactiva (PCR) es una proteina de fase aguda
utilizada como indicador no especifico de inflamacién. Su
concentracién correlaciona con la gravedad de los pacientes
con sepsis, pancreatitis y otras enfermedades
inflamatorias[68-70]. Durante el proceso de inflamacién, la
produccién de PCR por el higado es inducida por IL-6 y TNF
siendo su concentracidén proporcional a la concentracién de
estas citocinas{71].

Como era de esperar, la PCR se encontré elevada en los
pacientes de este estudio. Al ingreso, la concentracidén de
PCR fue comparable en ambos grupos de pacientes (pancreatitis
leve y severa). Sin embargo, a las 12 horas de ingreso vy
hasta el cuarto dia, los pacientes con pancreatitis severa
presentaron niveles de PCR més elevados pero sin diferencia
estadistica. Estos hallazgos son similares a los reportados
por otros autores en pacientes con pancreatitis aguda.
Pezzilli et al. [72] determinaron la concentracién de PCR al
ingreso y Heresbach et al.[73] lo hicieron al tercer dia.
Ninguno encontrdé diferencia estadisticamente significativa
entre ambos grupos de pacientes.

Estos hallazgos podrian ser explicados por la variabilidad en
la concentracién de PCR en el grupo de pacientes con
pancreatitis grave. De Beaux[74] y Leser[75], encontraron
diferencias significativas en la concentracién de IL-6 y PCR
en pacientes con pancreatitis grave entre aquéllos que
sobrevivieron y los que fallecieron. Ademas, en este grupo de
pacientes, encontraron un correlacién estrecha entre la
concentracién de IL-6 y PCR, y que la aparicién de IL-6 fue
seguida por la de PCR.

La diferencia en los niveles de PCR entre ambos grupos,
aungue no significativa, sugiere la presencia de un proceso
inflamatorio de mayor magnitud en los pacientes con
pancreatitis severa. Asumiendo que IL-6 es el principal
inductor de la sintesis de proteinas de fase agquda, y por
tanto de PCR, los pacientes con pancreatitis severa cursaron
con niveles mds altos de IL-6. El hecho de que la PCR también
haya presentado niveles elevados en los pacientes con
pancreatitis leve sugiere que ambos tipos de pacientes
presentaron una reaccién proinflamatoria.

IL-10 es una citocina antiinflamatoria sintetizada
principalmente por monocitos, linfocitos T y B. Entre algunas
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de sus funciones, IL-10 inhibe la liberacién de citocinas
proinflamatorias como IL-1, 1IL-6, IL-8, TNF e IL-2 [76;77].
El rol de IL-10 en pancreatitis aguda no es claro. Se ha
reportado que se encuentra mds elevada en pacientes con
pancreatitis 1leve y que en este escenario ejerce una
actividad antiinflamatoria protectora[78]. En contraste,
otros estudios reportaron la situacidén inversa y su elevacidn
fue marcador de severidad[79;80].

En este trabajo, los casos de pancreatitis leve presentaron
concentraciones de IL-10 constantes a lo largo del estudio.
Por su parte, los casos de pancreatitis severa presentaron un
valor elevado al ingreso, alcanzaron un pico a las 12 horas y
disminuyeron hasta alcanzar el nivel de los pacientes con
pancreatitis leve al segundo dia. La concentracién de IL-10
siempre fue menor en los casos leves que en los casos severos
aunque los resultados obtenidos no alcanzaron significancia
estadistica. Esta observacidén es similar a la reportada por
Wereszczynska et al.[77] guienes encontraron que en pacientes
con pancreatitis severa, IL-10 se encuentra mas elevada que
en los casos leves, manteniéndose este comportamiento a- lo
largo del periodo observado (10 dias).

IL-10 ha sido utilizada de manera preventiva en pacientes
sometidos a colangiografia, un procedimiento diagnéstico que
puede causar pancreatitis[81]. Ademds, la administracidén de
IL-10 reduce la respuesta inflamatoria local y la subsecuente
mortalidad por pancreatitis en ratones[82]. IL-10 por tanto,
podria desemperiar un papel protector o nocivo dependiendo de
su concentracién y del momento de su aparicidn.

El origen de INF-y en la pancreatitis es incierto. INF-y es
una citocina producida por células NK y linfocitos T ante el
estimulo de IL-12[83]. Este ultimo requiere de IL-12 més la
presentacién de antigeno para producir y liberar INF-v.

Uehara, et. al. [84] encontraron que la concentraciédn de INF-
y fue mayor en los casos de pancreatitis severa, alcanzando
un pico al segundo dia después del ingreso. También
determinaron la concentracién de IL-12 que alcanzdé un pico a
los dias 0 y 1 y fue mayor en los casos severos,
encontrandose una correlacién positiva entre la concentracién
de estas dos citocinas. Pezzilli reportdé que la concentraciédn
de IL-12 en pacientes con pancreatitis fue significativamente
mayor solamente en el primer dia disminuyendo posteriormente
al nivel de los controles[85]. En este trabajo los pacientes
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con pancreatitis severa presentaron una concentracién mayor
de INF-y al momento de ingreso y hasta las 36 horas.

Aunque en esta serie de pacientes se encontrd INF-y elevada
al inicio del padecimiento, la pancreatitis esté& asociada
inicialmente a un proceso inflamatorio estéril, lo que hace
improbable que el linfocito T sea la fuente de esta citocina.
En cambio, las células NK pueden liberar INF-y tan sélo con
la estimulacidén de IL-12. Carson, et. al. [86] encontraron
que la inyeccidén simultdnea de IL-12 e IL-2 causa choque vy
mortalidad en ratones. Sin embargo, dicho efecto estd ausente
en ratones deficientes de células NK sugiriendo que esta
poblacién celular tiene un papel relevante en la inflamacién
sistémica.

El uso de la expresidén de HLA-DR en monocitos estd basado en
la observacidén de que dicha expresién se encuentra disminuida
en diversas formas de inflamacién sistémica. Este fendmeno
estd asociado a la incapacidad para presentar antigenos al
linfocito T, y por tanto, a infecciones secundarias[36;87-

89].

En este estudio se observd disminucién de la expresidén de
HLA-DR en monocitos de pacientes con pancreatitis aguda vy
severa con respecto a la expresidén encontrada en voluntarios
sanos. La expresién tendié a ser menor en los casoS Severos
que en los casos leves aunque sbélo se encontré significancia
estadistica al ingreso. Es de notar que los pacientes con
pancreatitis leve ingesaron con niveles de expresidén de HLA-
DR casi similares a los de la poblacién control, disminuyendo
drédsticamente en las primeras 12 horas. A partir de entonces,
el porcentaje aumentdé lentamente hasta alcanzar el nivel
inicial. En diversos - estudios se ha encontrado hallazgo
similar: La expresién de HLA-DR regresa a su nivel original
mads rapidamente en los casos de pancreatitis leve que en los
casos severos. En estos estudios HLA-DR correlaciondé con
complicaciones y mortalidad [90-93].

La expresidén de HLA-DR en monocitos estd regulada por IL-
10[94], TGF-B[95], INF-y[36;88;96], y cortisol[97]. Aunque
la falta de significancia estadistica impide hacer un
anadlisis adecuado, en los pacientes estudiados la expresién
de HLA-DR parece variar inversamente a la concentracién de
IL-10. En ambos grupos de pacientes, la baja expresién de
HLA-DR podria ser causada por IL-10. Wolk, et. al. [34],
encontraron que la expresién de HLA-DR estaba disminuida en
monocitos tratados con LPS o IL-10. Dicha disminucién fue de
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menor intensidad en los monocitos estimulados con IL-10 y el
nivel de expresién de HLA-DR regresé a su nivel basal més
rapidamente. Recientemente, Monneret[95] encontrd correlacién
entre la concentracién de IL-10 y la disminucién de HLA-DR en
pacientes con sepsis. Ademds, no se encontré correlacién
entre HLA-DR y TGF-B. Los autores sugieren que IL-10 es
responsable de la disminucién de HLA-DR observada en los
pacientes con sepsis.

INF-y también esta asociada a la expresién de HLA-DR en
monocitos. De hecho, se ha sugerido su uso en pacientes con
sepsis que presentan disminucién de HLA-DR[36]. En este
trabajo, la concentracién de INF-y fue mayor en los casos de
pancreatitis severa hasta las 36 horas. A partir de entonces,
los pacientes con pancreatitis leve expresaron mas INF-y. En
los casos severos, se encontrd un aumento temprano en INF-y y
disminucién simultdnea de HLA-DR, es decir un proceso
proinflamatorio y otro antiinflamatorio.

Se puede especular que la baja expresién de HLA-DR en
monocitos de pacientes con pancreatitis severa se debe a que
en éstos hay un aumento inicial de IL-10 seguido por una baja
concentracién de INF-y. Es decir, IL-10 podria ser
responsable de la disminucién de HLA-DR cuya expresidn
permaneceria abatida por la baja expresién de INF-y. En
cambio, en los pacientes con pancreatitis leve IL-10 no
aumenta lo suficiente para disminuir la expresién de HLA-DR,
como lo hace en los pacientes graves. Posteriormente, la alta
concentracién de INF-y en los <casos leves aumentaria
gradualmente la expresién de HLA-DR.

El CARS se define como la expresién de HLA-DR en menos del
30% de monocitos circulantes conjuntamente con la disminucién
en la capacidad de secrecién de citocinas proinflamatorias in
vitro con la estimulacién de LPS[16]. Desde el punto de vista
de la expresién de HLA-DR solamente tres pacientes con
pancreatitis severa presentaron CARS, vy de éstos, dos
desarrollaron sepsis. Sin embargo, si se considera la baja
expresién de HLA-DR en ambos grupos de pacientes, es evidente
que tanto en pacientes con pancreatitis leve como aquéllos
con pancreatitis severa se establecié una respuesta
antiinflamatoria. A pesar de que no se obtuvo una diferencia
estadisticamente significativa en la expresién de HLA-DR
entre ambos grupos, -los pacientes con pancreatitis severa
tendieron a presentar valores mds bajos. Otros trabajos han
confirmado esta observacién y han encontrado significancia
estadistica en la expresién de HLA-DR entre ambos
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grupos[92;93). Tomando en cuenta estos hallazgos se puede
considerar que el proceso antiinflamatorio es de mayor
magnitud en los casos de pancreatitis severa.

La definicién de CARS se acuiidé en estudios de pacientes
séptico y estd basada en el fendmeno de “inmunopardlisis”,
que se presenta en pacientes después de cirugia, trauma,
quemaduras y sepsis. AUn queda por confirmar si la presencia
de CARS en pacientes con pancreatitis aguda también se asocia
a una deficiencia transitoria de INF-y ocasionada por una
alteracién en la respuesta inmune innata.

Las células que median la respuesta inmune innata expresan
TLRs que les permiten reconocer estructuras conservadas de
microorganismos e 1iniciar wuna respuesta inflamatoria. La
expresién de estos receptores se encuentran aumentada en

casos de infeccidén y sepsis[101-103]. Considerando que la
respuesta inflamatoria inicial en 1la pancreatitis es
aséptica[98] Y que la infeccién es una = de sus

complicaciones[99;100], el estudio de la expresidén de TLRs
puede ofrecer informacién sobre una complicacién séptica
durante el transcurso de la pancreatitis.

La variabilidad encontrada y la falta de significancia
estadistica en la expresién de TLR1, TLR2 y TLR4 dificulta su
andlisis. Es de notar la baja expresién de TLR1 y TLR2
encontrada en todos los pacientes. En el grupo de controles
sanos, la expresidén de estos dos receptores varié de 10 a

100%.

En el caso particular de un paciente con pancreatitis severa,
la expresién de TLR4 presentd dos picos muy bien definidos.
El primero a las 24 horas y el segundo al séptimo dia (figura
14) . En ambos casos, el cambio en la expresidén ocurrid entre
dos muestras (12 horas o menos). El segundo pico, se presentd
justo cuando se diagnosticé la presencia de infeccidén por
Staphylococcus aureus; en este momento TLR2 también alcanzd
su expresién maxima. Simultdneamente, la expresién de HLA-DR
alcanzé su expresién mds baja, lo que quizd haya ocasionado
predisposicién a la infeccién como se ha sugerido en casos de
pancreatitis y traumatismo[88;93]. Resulta interesante
especular sobre la posibilidad de que el aumento en la
expresién de TLR2 sea consecuencia de la presencia de esta
bacteria gram-positiva.

Recientemente se determiné que la inyeccién en ratones de
heparan sulfato o elastasa (que cataliza y libera.



proteoglicanos de heparén sulfato) provoca una respuesta
inflamatoria sistémica y falla orgédnica miltiple similar a
SIRS. Ademés se encontré que este efecto depende de
TLR4[104]. Esta es otra evidencia a favor de que ligandos
endbégenos como fibronectina pueden activar el sistema inmune
innato a través de TLRs[105]. En el caso de la pancreatitis
aguda cuyo origen es aséptico y donde se ha demostrado la
liberacidén inicial de elastasa pancreatica[l06], la respuesta
inflamatoria original podria estar ocasionada por la
activacioén de algun TLR y su ligando endégeno. Este fendémeno
es explicado por la teoria de la “seflal de peligro” que
propone que el sistema inmune no distingue lo propio de lo
extrafio sino que mas bien responde a antigenos (tanto
moléculas ajenas como propias) que sb6lo se presentan en
situaciones nocivas[107].

Ademds de ser un mediador tardio de sepsis y ser secretado
activamente por macréfagos y otras células, HMGB1 también es
liberado pasivamente durante el proceso de necrosis. Se ha
determinado que ©puede seflalizar a través de diversos
receptores, entre ellos RAGE, TLR2 y TLR4 para efectuar su
accién proinflamatoria[108-110].

En este trabajo no se encontrdé diferencia estadisticamente
significativa en la concentracién de HMGBl entre pacientes
con pancreatitis leve y severa en ninguno de los puntos
estudiados. Tampoco es facil establecer alguna tendencia
debido a 1la variacién en su comportamiento. Ademas, los
valores determinados en los pacientes no son
significativamente diferentes @a los obtenidos en los

controles.

En el mismo paciente referido anteriormente, se observdé un
pico inicial a las 24 horas y otro al dia 12. Si el paciente
se encontraba séptico a partir del sexto dia, el aumento de
HMGB1 al dia 12 podria reflejar HMGBl procedente de la
liberacién activa proveniente de macréfagos (figura 15).
Queda también por determinar si el dafio celular inicial en el
pancreas ademds de liberar enzimas pancreaticas, puede
liberar HMGB1 u otras “sefiales de peligro” (elastasa o
heparédn sulfato, por ejemplo) capaces de activar el sistema
inmune innato a través de TLRs o RAGE (figura 16).
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Expresion de TLR2y TLR4 en un caso de
pancreatitis severa
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Figura 14. Expresién de TLR2 vy TLR4 en un caso de
pancreatitis severa.
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Figura 15. Expresién de HLA-DR y HMGB1 en un caso de
pancreatitis severa (mismo paciente que en la figura 10).
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CONCLUSIONES

Los pacientes ' con pancreatitis aguda presentaron una
respuesta tanto proinflamatoria (medida en términos de PCR y
INF-y) como antiinflamatoria (HLA-DR e IL-10). En el caso de
los pacientes con pancreatitis leve, ambos tipos de respuesta
fueron de menor magnitud que en los pacientes con
pancreatitis grave.

Todos los €asos de pancreatitis severa presentaron
disminucién de HLA-DR en la superficie de monocitos. Tres
pacientes con pancreatitis severa presentaron CARS (expresién
de HLA-DR menor a 30% en algun momento del estudio) y dos de
ellos desarrollaron sepsis.

La expresién de TLR1, TLR2 y TLR4 en la superficie de
monocitos de pacientes con pancreatitis aguda no presenté un
patrén de comportamiento especifico. En un paciente con
complicacién séptica, se observé incremento en la expresidn
de TLR2 y TLR4 justo al inicio de la infeccién. El rol que
llevan a cabo estos receptores al inicio de la respuesta
inflamatoria en pancreatitis aguda es incierto.

HMGB1 se encontré elevada en pacientes con pancreatitis aguda
aunque sin significancia estadistica si se le compara con los
controles. La presencia temprana de HMGBl1 podria ser
explicada por la necrosis pancredtica asociada al inicio de
la pancreatitis. Ademds de su conocido efecto de mediador
tardio en sepsis, esta citocina puede ser critica en otras
causas de SIRS tales como traumatismo severo, quemaduras Yy

pancreatitis.
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