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1.- INFLAMACION

La inflamacién se puede definir como la reaccion del tejido vivo vascularizado a
una agresion local. La respuesta inflamatoria estd intimamente ligada con el proceso de
reparacion, poniendo en marcha una serie de fases con el fin de destruir o aislar el
agente lesivo y reparar el tejido lesionado. Debemos tener en cuenta que sin la
inflamacién, las infecciones no serian autocontroladas, pero también es verdad, que en

ocasiones la inflamacién y la reparacién pueden ser potencialmente perjudiciales.

Los agentes causales que pueden dar lugar a la inflamacién comprenden ademas
de las infecciones microbianas, agentes fisicos (quemaduras, radiaciones, traumatismos),
agentes quimicos (toxinas, acidos, alcalis, etc.), tejidos necréticos y todo tipo de reaccion

inmunoldgica.

La inflamacién se puede dividir en aguda y crénica. La inflamacion aguda tiene
una duracion que puede oscilar desde unos minutos a varias horas o incluso dias. Sus
caracteristicas van a ser la exudacion de liquido y proteinas plasmaticas (edema) y la

emigracion leucocitaria, predominantemente de neutrofilos.

Durante la inflamacion aparecen cambios del flujo y del calibre vascular.
Inicialmente se observa una vasoconstriccion transitoria de las arteriolas que se sigue de
una vasodilatacion por lo que se incrementa el flujo vascular (hecho fundamental de los
cambios hemodinamicos precoces en la inflamacién aguda). Como consecuencia
disminuye la velocidad de la circulacion que determina que los leucocitos, principalmente
neutrdéfilos, se desplacen hacia el endotelio vascular. Estos leucocitos se adhieren al
endotelio, inicialmente de forma transitoria y luego mas fuertemente, migrando a través
de la pared vascular. Ademas, se van a producir cambios en la permeabilidad vascular

gque se manifestan clinicamente como edema (Figura 1).
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* Respuesta Vascular
— Hiperemia
— Exudacién proteica (T permeabilidad)
— Marginacién leucocitaria periférica

®* Respuesta Leucocitaria Inicial (PMN - Neutréfilos)
— Adherencia al endotelio (rodamiento)
— Diapédesis —> Ingreso en el tejido
— Migracion —> Quimiotaxis

®* Respuesta Leucocitaria Tardia (Macrofagos)
— Presentacién del antigeno

— Liberacién de citocinas ———————. . 03
Citotoxicidad
— Produccién de RLOyNO—

\ Peroxidacién Lipidica

(quimiotractante)

Figura 1.- Respuestas ante la inflamacion

Las células que van a participar en el proceso inflamatorio son principalmente
leucocitos (neutrofilos y monocitos). Los leucocitos van a englobar y degradar las
bacterias, inmunocomplejos y restos celulares necréticos contribuyendo sus enzimas
lisosémicas a la respuesta defensiva. Sin embargo, debemos tener en cuenta que los
leucocitos a su vez, pueden prolongar la inflamacion y aumentar el dafio tisular por la

liberacion de mediadores quimicos, enzimas y radicales toxicos (Figura 2).
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Figura 2.- Esquema de la respuesta inflamatoria ante la infeccion.
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La secuencia de este proceso va a ser la siguiente:

una serie de moléculas de adhesién presentes en el leucocito y el endotelio vascular. La
expresion de estas moléculas es inducida, aumentada o alterada por los agentes

inflamatorios y mediadores quimicos.

finalmente atraviesan la membrana basal pasando al espacio extravascular. Una vez
fuera, responden a estimulos quimiotacticos siendo los mas significativos para los
neutréfilos: productos bacterianos, componentes del sistema del complemento,
principalmente C5a y productos de la via de la lipooxigenasa del metabolismo del &cido

araquidodnico, especialmente el leucotrieno B.

la superficie del leucocito, después es englobada y finalmente es destruida o degradada.

A continuacion pasamos a describir de manera somera estas fases.

reconocidos si no estan revestidos de factores séricos denominados opsoninas. Las
dos principales son, la IgG (subtipos 1y 3) y C3b, generada por la activacion del
complemento por mecanismos inmunol6gicos o no.

particula queda incluida en el citoplasma de la célula dentro de un fagosoma o
vacuola fagocitica. La membrana de esta vacuola se fusiona con la de un granulo
lisosomial y éste vierte enzimas hidroliticas y sustancias bactericidas dentro de la
vacuola fagocitica. Durante este proceso, puede haber salida de enzimas
hidroliticas y productos metabdlicos (radicales libres del oxigeno) desde la célula al
espacio intersticial pudiendo dar lugar a lesiones tisulares.

tipos de mecanismos bactericidas: dependientes o independientes del oxigeno.
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1.1.- Mediadores Quimicos de la Inflamacion

Dentro de los mediadores quimicos de la inflamacion vamos a destacar los

siguientes:

1.1.1.- Aminas vasoactivas:

a) Histamina: La histamina o sustancia H esta siempre presente en las fases
iniciales de la inflamacion®®®. Se encuentra almacenada, de forma inactiva, en los
granulos de las células cebadas, leucocitos, basofilos, eosindéfilos y plaquetas. En menor

cantidad se halla en diversos tejidos como piel, mucosa intestinal y pulmones.

El papel de la histamina y su directa relacion con las células cebadas y la
degranulacion de éstas, en las fases iniciales de la inflamacion, y la supresion de la
respuesta vascular por los antihistaminicos estan suficientemente demostrados,
induciendo dilatacion de las vénulas y capilares, con aumento de la permeabilidad y
contraccion del mdasculo liso. Es el principal mediador de la primera fase de la

inflamacién; aunque tiene una accion muy fugaz, inactivandose a los 15 minutos.

La degranulacién de las células cebadas es un proceso muy complejo, que puede
ser desencadenado por una gran variedad de causas: agentes fisicos, inmunocomplejos,
factores del complemento, toxinas bacterianas y fracciones lisosémicas de las células
inflamatorias. Su liberacion estd regulada por el nivel intracelular del 3-5
adenosinmonofosfato ciclico (AMPc). La histamina es un mediador importante en la fase

inicial de la inflamacién y en las reacciones de hipersensibilidad mediadas por IgE.

b) Serotonina (5-hidroxitriptamina): Fue identificada en las células cromafines

intestinales’®. Aunque es uno de los mediadores quimicos mas importantes en algunos
animales, su papel en el fendmeno inflamatorio humano es de menor importancia. Se
encuentra en los granulos de las células cebadas, en las plaquetas y también en el

intestino, bazo y tejido nervioso.
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1.1.2.- Mediadores quimicos del plasma
Por la presencia de proteasas, una serie de proteinas presentes en el plasma, se
van a romper creando un conjunto de mediadores que intervienen en la reaccion

inflamatoria®®®.

a) Sistema de las cininas: Las cininas son pequefios polipéptidos, con una potente

accion vasodilatadora prolongada“?®. La acciéon de estas sustancias consiste en
vasodilatacion arteriolar, contraccion lenta del musculo liso, aumento de la permeabilidad,
sobre todo en el lecho capilar, y efecto hipotensor. También producen un efecto similar al
de la histamina y serotonina en las vénulas, con separacién de las uniones intercelulares

de las células endoteliales. Son responsables del dolor en el foco inflamatorio.

La formacién de las cininas se inicia por la activacion del factor de Hageman
(factor XII) cuando se pone en contacto con superficies de carga negativa, como la
membrana basal o el coldgeno. Un fragmento, el factor Xlla, transforma a la precalicreina
plasmatica en la enzima activa calicreina. Esta actGia sobre los cinindgenos (a2 globulina)
y los escinde; dando como producto final la bradicinina, potente mediador quimico de la
inflamacién, pero de accién corta, ya que es inactivado por la enzima cininasa. La
calicreina es ademas un potente activador del factor de Hageman, lo que permite la

autoactivacion del sistema.

b) Sistema del Complemento: El sistema del complemento fue descrito como el

factor auxiliar del suero que no se inactivaba por el calor y que actuaba sobre células
recubiertas de anticuerpos para causar su muerte. Se conocen mas de veinte proteinas
séricas que circulan de forma inactiva y que una vez activadas forman parte de un
sistema de amplificaciébn en cascada muy complejo, que juega un papel muy importante

en las defensas del individuo“®®.

Este conjunto de proteinas séricas se sintetizan fundamentalmente en el higado,
también por linfocitos, macrofagos y células del sistema linforreticular; al ser activadas,
interaccionan entre si de forma secuencial originando una serie de reacciones en
cascada con la produccion de diferentes fragmentos proteicos, capaces de ejercer
diversos efectos biologicos entre los que destacan, la lisis de membranas celulares, el
(55)

incremento de la eficacia fagocitica celular y la induccion de reaccién inflamatoria

Desempefia un papel muy importante en la respuesta inmunitaria y desde luego en el
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proceso inflamatorio, componente inespecifico de dicha respuesta; durante el desarrollo
de la inflamacion se incrementa la sintesis de las proteinas del complemento, bajo la
estimulacion de citocinas, como la IL-1 y el INF-y. Pertenece al grupo de defensas
inmunitarias inespecificas del organismo, aunque actla muy integradamente con las

defensas especificas adquiridas, como Igs, especialmente la IgG y la IgM.

La activacion del sistema del complemento puede iniciarse y desarrollarse por dos
vias diferentes, la clasica y la alternativa (Figura 3), que terminan en una via final comun,
cuyo objetivo es llegar a formar un complejo proteico con capacidad para atacar, el MAC

(membrane attack complex), perforando la membrana y produciendo la lisis celular.

CLASICA:
Complejo antigeno C, Factor XIi
anticuerpo Activacion

(2196} XIlA
(1 gM)

c ALTERNATIVA
T

0

M«N! ¢ Properdina !
C, Ca2 PC c

3ndb b8
Mg

Ca

Cs LT'N:s» {Crazassn )

Cy, Cq

TERMINAL c
587
Destruccion bacteriana @memC . o o) et Lisis

Figura 3.- Vias de activacion del complemento.

Ademas de ésta, su activacion es responsable de otras acciones bioldgicas claves
en el proceso defensivo frente a la invasion, especialmente bacteriana:

» Opsonizacion: recubrimiento de las “particulas” extrafias por sustancias (opsoninas),
haciéndolas mas susceptibles a la fagocitosis (el C3a es la opsonina mas importante
del sistema del complemento y, en menor grado, C4b y C5b).

e Estimulacion de la respuesta inflamatoria: mediante liberacién de histamina y otras
sustancias vasoactivas por mastocitos y basofilos (accién de dichos componentes
[C3a, C4a, Cha], escindidos de los principales y que actian como anafilotoxinas, y de

los fendmenos de quimiotaxis de las células fagociticas (fragmentos C5a y C3a).

Via clasica: La activacion del complemento por esta via comienza por la
deposicion, en la superficie celular, de complejos antigeno/anticuerpo (Ag/Ac) (regiones

Fc de las Igs de la clase IgM y subclases 1, 2 y 3 de la 1gG), a los que se van uniendo
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fragmentos del sistema, comenzando por los C1 (g, r, y S) que secuencialmente van
siendo activados. Cuando se activa el Cls actia sobre el C4 escindiéndolo en el
fragmento C4a que pasa a la fase fluida (se comporta como una anafilotoxina que
estimula la degranulacion de los mastocitos y los basdfilos) y el C4b que se fija a la
membrana junto al complejo C1/Ac, siendo el primer fragmento que se fija a la superficie
celular. Prosigue con la union del fragmento C4b al C2, sobre el que actia el Cls
liberando los fragmentos C2a y C2b, éste, activo enzimaticamente, permanece unido al
C4b. El resultado final es la formacién del complejo C4b2b, que es la convertasa del
fragmento C3, en la via clasica; y que al actuar sobre éste, lo escinde en C3a, que se
libera como anafilotoxina, y el C3b, que unido al complejo C4b2b, forma el complejo

C4b2b3b, que es la convertasa del fragmento C5, y representa la via final comun.

Via alternativa: Biolégicamente mas primitiva, se eluden los fragmentos C1, C4 y
C2 pero si se produce la activacién del C3, no siendo necesaria para su iniciacion la
presencia de los complejos de Ag/Ac, en su desencadenamiento pueden actuar como
inductores LPS o ciertos virus y parasitos. En circunstancias fisiologicas cabe la
posibilidad de encontrar en el plasma una minima cantidad del fragmento C3b, siendo su
produccion masiva el paso clave en esta via. El estimulo que inicia la via alternativa para
generar C3b, sobrepasando la inhibicion que normalmente ejercen en este sentido los
factores H e I, parte de componentes de las paredes bacterianas. Las sustancias
estimulantes pueden ser el LPS, es decir, la endotoxina en las bacterias Gram -, y los
acidos teicoicos, en las bacterias Gram +; también puede iniciarse por estimulos
originados en componentes estructurales de pardsitos. Estimulada la generacion del
fragmento C3b y su adherencia a la membrana celular, se une al factor B, formando el
complejo C3bB y tras la accién del factor D se constituye el complejo C3bBb, que es
estabilizado por la accién de una proteina, la properdina, convertasa para el fragmento

C5 en la via alternativa iniciAndose asi una via final comun para ambos procesos.

Via final comun: Se accede a ella por ambas vias, generandose dos tipos de
convertasa para el fragmento C5, escindiéndolo en C5a y C5b que se une a la membrana
y determina el ensamblaje de los componentes C6, C7, C8 y C9; a partir de este
momento comienza realmente la secuencia final que termina con la formacién del
complejo C56789 o MAC, muy inestable, que es el que posee la capacidad de perforar la
membrana de la célula atacada, creando canales que permiten el paso libre de agua y de

iones, y la consiguiente lisis celular.
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Durante este proceso de activacion del sistema molecular del complemento se
generan otros fragmentos con gran actividad bioldgica: asi, diversas células del
organismo expresan receptores para el C3b, como monocitos-macréfagos, neutréfilos y
eosindfilos, lo que favorece que se adhieran con mas eficacia a elementos formes
recubiertos por este componente intensificando su capacidad fagocitica. Otras células,
como los linfocitos B, pueden expresar también receptores para C3b, que al interaccionar
con ellos modulan su activacion y diferenciacién a células plasmaticas. Los fragmentos
C3a y Cba poseen una importante actividad quimiotactica, fundamentalmente para los
neutrofilos. Ambas moléculas tienen también un efecto de mediadores de la inflamacion,
induciendo la contraccion de la musculatura lisa, incrementando la permeabilidad

vascular y provocando la degranulacién de los basofilos.

c¢) Sistema de la Coaqulaciéon: El grupo de proteinas plasméticas que forman este

sistema, pueden ser activadas por el factor Xll. El punto final es la transformacion del
fibrindbgeno en fibrina, con liberacion de fibrinopéptidos que producen aumento de la

permeabilidad vascular y quimiotaxis de los leucocitos“®?.

El sistema fibrinolitico puede participar también en el fenémeno inflamatorio, a
través de su relacion con el sistema de las cininas. La calicreina transforma el
plasminégeno en plasmina; ésta, ademas de disolver el coagulo de fibrina, actta en el
foco inflamatorio al iniciar la formacion de bradicinina por activar el factor Hageman,
cerrando el ciclo de activacion mutua de ambos sistemas. La plasmina puede también
activar el sistema del complemento por la via alterna. Los productos de la degradacion de

la fibrina producen alteraciones de la permeabilidad.

1.1.3.- Derivados del acido araquidénico

Prostaglandinas vy Leucotrienos. El &cido araquidonico es un &cido graso
(403)

insaturado que procede de la dieta o del metabolismo del acido linoleico No se
encuentra libre en las células, sino formando parte de los fosfolipidos de la membrana
celular. Para su utilizacion por la célula, debe ser liberado de los fosfolipidos mediante la
activacion de una fosfolipasa. Esta activacion se desencadena mediante una serie de
estimulos fisicos, mecénicos o quimicos (C5a). Una vez liberado, puede seguir dos vias

metabolicas®®:
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a) Via de la ciclooxigenasa dando lugar a prostaglandinas, que se consideran

hormonas de accion local, corta y rapida que poseen varias actividades farmacologicas y
regulan las funciones celulares a través del sistema del AMP ciclico. En el foco
inflamatorio, actian como mediadores y reguladores de la inflamacién; a veces con
acciones antagonicas. La ciclooxigenasa transforma el &cido araquidonico en un
endoperoxido: la PGG2, que es transformada por oxidacion enzimética en PGH2. Ambas

prostaglandinas producen agregacién plaquetaria y contraccion del masculo liso.

La PGH se transforma en tres sustancias diversas segun su localizacion:

- PGI2 o prostaciclina, presente en la pared vascular y, mas concretamente, en
el endotelio. Es un potente inhibidor de la agregacion plaquetaria y posee
accion vasodilatadora.

- Tromboxano A2, se localiza en las plaguetas. Tiene una accién muy corta con
un efecto antagobnico a la anterior: favorece la agregacion plaquetaria y la
vasoconstriccion.

- PGE2, PGD2 y PGF2. Son otras prostaglandinas més estables y presentes en
diversos tejidos. Entre sus acciones destaca la vasodilatacion. Inducen
también la formacion de coldgeno y estan implicadas en la aparicion de la
fiebre (PGE2) y el dolor.

b) Via de la lipooxigenasa que origina los leucotrienos. El acido araquidoénico, bajo

la accién de la lipooxigenasa, se transforma en una serie de productos denominados
leucotrienos por haber sido aislados inicialmente en los leucocitos y por su estructura
quimica caracteristica. Estas sustancias pueden originarse también en macréfagos,

células cebadas y otras células del tejido conjuntivo.

Alguno de los leucotrienos (LTB4, LTD4, LTE4) producen broncoespasmo,
vasoconstriccion y aumento de la permeabilidad. El LTE4 tiene una accion similar a la
histamina pero mucho méas potente. Actian sobre los leucocitos promoviendo su
adherencia al endotelio y su extravasacion al espacio tisular. Ademas, el LTB4 es un
potente quimiotactico para neutréfilos, eosindéfilos y monaocitos y favorece la liberacion de

enzimas lisosémicas.
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1.1.4.- Factor activador de las plaquetas (PAF)

Mediador derivado de los fosfolipidos que ejerce una accion mucho mas potente
gque la histamina sobre la permeabilidad vascular y, a concentraciones bajas, produce

vasodilatacign(®®: 269 400

Produce agregacion plaquetaria, aumento de la permeabilidad vascular,
contracciéon del musculo liso, activacion de neutréfilos y, ademdas, aumento de la
adherencia leucocitaria al endotelio, quimiotaxis, liberacién de enzimas lisosomiales y
broncoespasmo. ElI PAF pude ser producido por una serie de células como los basdbfilos,

neutrdéfilos, monocitos y endotelio.

1.1.5.- Citocinas

Son un grupo de polipéptidos producidos por varios tipos de células,
especialmente por monocitos, macréfagos linfocitos y células endoteliales. En la
actualidad se han descrito mas de 20; detallaremos a continuacion las mas importantes

relacionadas con el proceso inflamatorio®4®: 230 321, 325, 399)

- Interleucina-1 (IL-1): Es un polipéptido del que se conocen dos formas
moleculares, a y B, codificadas por genes localizados en el cromosoma 2. La homologia
entre ambas formas de IL-1 Unicamente es del 26%, pero interaccionan con el mismo
receptor y comparten actividades biolégicas similares. Es producida por macrofagos,
células endoteliales, células mesangiales, fibroblastos, etc. Y por otros tipos celulares

relacionados con la respuesta inmune (linfocitos B, células NK, etc.).

Dentro de la respuesta inflamatoria destacamos las siguientes funciones:

- Es capaz de activar los macréfagos, siendo también producida por ellos, se
convierte en uno de los mecanismos de autoactivacion macrofagica.

- Aumenta la produccion de prostaglandinas y la actividad citotoxica del
macrdéfago.

- Junto a otras citocinas, factores de crecimiento y el factor estimulador de la
monopoyesis (FEM) liberados en el foco inflamatorio, incrementa la actividad

de la médula ésea para aumentar la produccién de la serie blanca.
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- Estimula a células endoteliales, fibroblastos, linfocitos, etc. incrementando la
produccion de diferentes factores de crecimiento (GM-CSF, G-CSF, M-CSF,
etc.).

- Induce la proliferacion de los fibroblastos.

- Actuando sobre el hipotalamo incrementa la produccion de la prostaglandina
PGE,, apareciendo asi fiebre y dolor.

- Provoca el aumento de la expresién de diferentes moléculas de adhesion
celular como veremos mas adelante.

- Aumenta la produccion de moléculas de Clase Il del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad y provoca la activacion de la ciclooxigenasa.

- Causa la activacion de la sintasa inducible del 6éxido nitrico (iNOS)

incrementando asi la produccion de 6xido nitrico.

Entre otros efectos, destacamos los realizados sobre células del Sistema
Inmunitario; asi puede sefalarse su accion reguladora de la activacion linfocitaria T y de
la secrecion de linfocinas, y de forma determinante, de la IL-2. También actia sobre los
linfocitos B en los que induce una sefial que favorece la proliferacion celular y su

diferenciacion hacia células secretoras de Igs.

- Interleucina-6 (IL-6): Es una glicoproteina producida por diversos tipos celulares
entre los que se incluyen macréfagos, fibroblastos, células endoteliales y linfocitos T. Su
produccion en el proceso inflamatorio induce activacion de los monocitos y disminucién
de la produccion de otras citocinas como IL-1 y TNF-a, es una de las citocinas mas
importantes en la regulacion negativa del fenémeno inflamatorio. También posee una
relevante funcidn reguladora sobre la diferenciacion de los linfocitos B, y parece que

modula la activacion de las células T“%%),

- Interleucina-10 (IL-10): Es una proteina que presenta una gran similitud
estructural con el genoma del virus de Ebstein Barr. Es producida, entre otros, por
macrofagos y células T. Entre sus funciones en la respuesta inflamatoria, destacamos la
capacidad de activar o inhibir los macréfagos (dependiendo de su concentracion)
convirtiéndose, junto con la IL-6, en otra de las citocinas moduladoras del fenébmeno
inflamatorio. Parece que también ejerce su accion, estimulando la proliferacion de células

By T, tanto maduras como inmaduras®“®?.

- Factor de necrosis tumoral (TNF): Es una citocina segregada fundamentalmente

por los monocitos y macréfagos, aunque también la pueden producir los linfocitos T y las
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células NK, cuyo gen se localiza en el cromosoma 6. Presenta dos formas la a y la 3 que
aunque poseen funciones similares (en la inflamacion) las desarrollan con diferente

intensidad@3? 318 346)

Dentro del fendmeno inflamatorio destacamos las siguientes funciones:

- Es capaz de activar los macrofagos, siendo también producida por ellos se
convierte en uno de los mecanismos de autoactivacion macrofagica.

- Junto a otras citocinas, factores de crecimiento y el factor estimulador de la
monopoyesis (FEM) liberados en el foco inflamatorio, incrementan la actividad
de la médula 6sea para aumentar la produccion de la serie blanca.

- Estimula a células endoteliales, fibroblastos, linfocitos, etc. incrementando la
produccion de diferentes factores de crecimiento (GM-CSF, G-CSF, M-CSF,
etc.).

- Induce la proliferacion de los fibroblastos.

- Actuando sobre el hipotalamo incrementa la produccion de la prostaglandina
PGE,, apareciendo asi fiebre y dolor.

- Provoca el aumento de la expresion de diferentes moléculas de adhesién
celular como veremos mas adelante.

- Aumenta la producciéon de moléculas de Clase Il del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad y provoca la activacion de la ciclooxigenasa.

- Causa la activacion de la sintasa inducible del 6éxido nitrico (iNOS)
incrementando asi la produccion de 6xido nitrico.

- Incrementa la produccion de radicales libres del oxigeno, especialmente del
anién superéxido.

- Estimulador de la sintesis del PAF.

En el sistema inmune es capaz de regular la activacion de los macréfagos y
linfocitos T y B, modulando su proliferacion y maduracion. Representa una citocina clave

en el desarrollo del shock séptico y otras respuestas sistémicas (SIRS, FMO, etc.).

- Interferon (INF): En la actualidad, y por los progresos conseguidos en la
clonacion de los genes que codifican los diferentes polipéptidos que forman esta familia
molecular, se identifican tres clases de interferones, denominados alfa, beta y gamma (a,
B, y). El ay el B forman el previamente llamado INF de tipo 1 y los producen con

preferencia los leucocitos y fibroblastos, respectivamente. El INF-y, es segregado por los
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macroéfagos, linfocitos T y por las células NK, es el anteriormente denominado de tipo 2 o

inmune que tiene una importante actuacion en la respuesta inflamatoria.

Los INF-a y -B comparten una homologia de al menos el 30% en su estructura
proteica primaria; sin embargo, la secuencia de aminoacidos del INF-y no guarda ninguna
relacion con la de los otros dos tipos citados previamente. El INF-y es una glicoproteina
cuya sintesis estd codificada por un gen localizado en el cromosoma 12. Hasta la
actualidad, se han caracterizado dos formas moleculares diferentes. Dentro de sus
acciones en la inflamacion, destacamos, el aumento de la produccion de macréfagos y su
activacion y el incremento de la expresion de diferentes moléculas de adhesion celular,
como veremos posteriormente. Sus funciones en el sistema inmunitario son de gran
importancia, regulando la funcion de diferentes células del mismo como los linfocitos T y

B, las células NK y los ya comentados macréfagos.

1.1.6.- Productos Lisosomicos de los Leucocitos

La liberacion de las sustancias contenidas en los lisosomas de las células que
forman parte del exudado inflamatorio, neutréfilos y monocitos, puede contribuir al
mantenimiento de la respuesta inflamatoria e inducir la destruccion tisular. Dentro de este
grupo tenemos a las proteinas catibnicas que aumentan la permeabilidad vascular y
tienen poder quimiotictico para los monocitos; las proteasas neutras que pueden
degradar sustancias extracelulares (colageno, membranas basales, fibrina, elastina, etc.)
y activar directamente el C3 y C5 y; las proteasas acidas que degradan las proteinas en
un medio 4cido®®). Todas estas enzimas son inhibidas por antiproteasas dentro de las
cuales tenemos a la alfa-1 antitripsina que es el principal inhibidor de la elastasa de los

neutrofilos“?,

1.1.7.- Radicales Libres del Oxigeno (RLO):

El oxigeno molecular puede aceptar en total cuatro electrones para formar agua;
sin embargo, se puede reducir en pasos univalentes para generar tres especies

oxidantes®% 249);

- Lareduccién univalente produce el anién superéxido O,". Su toxicidad suele atribuirse

a su funcién como precursor de especies mas reactivas del oxigeno.
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- El peréxido de hidrégeno, H,O,, se produce como resultado de la reduccion bivalente
o dismutacién del O,".

- La tercera especie de radical que se deriva del oxigeno molecular es el radical
hidroxilo, *OH, que se forma por interaccion del O, y el H,0O,, y es un agente oxidante

muy potente.

El resultado de la formacion de los RLO es perjudicial para una serie de
biomoléculas que se encuentran en los tejidos, entre ellas acidos nucleicos, liquidos de
membrana, enzimas y receptores. Los acidos grasos poliinsaturados que se encuentran
en la membrana son muy accesibles al ataque del «OH en un proceso que da por
resultado peroxidacion de los lipidos. Esta puede alterar la fluidez de la membrana celular

y provocar la lisis.

Los RLO son producidos, por dos mecanismos®3:

- Xantinooxidasa: La xantinooxidasa es una enzima que tiene capacidad de generar
RLO durante la oxidacion de hipoxantina a xantina.

- NADPHoxidasa que reduce al oxigeno molecular hasta el anion superoxido. Y la
mieloperoxidasa que cataliza la formacién de acido hipocloroso, HOCI, a partir del

peréxido de hidrégeno y de iones cloruro.

Los RLO producidos, entre otros, por neutréfilos y macréfagos, pueden ser
liberados tras la exposicién a los agentes quimiotécticos, inmunocomplejos o ante la

fagocitosis, etc. Y estan implicados en:

- Inactivaciébn de proteasas como la alfa-1 antitripsina que puede dar lugar a un
aumento en la destruccion de los componentes estructurales tisulares, como la
elastina. La inactivacion puede ser debida a la oxidacion de los residuos metionil en la
molécula antiproteasa a sulféxido, con pérdida de la actividad biolégica.

- Lesidn de las células endoteliales con aumento de la permeabilidad vascular.

- Lesibn de otros tipos celulares (hematies, células tumorales, células

parenquimatosas).

El organismo posee diferentes mecanismos protectores antioxidantes, entre los
gue destacamos los siguientes: la ceruloplasmina, la transferrina, la superdxido

dismutasa, la catalasa, la glutation peroxidasa, etc.® 226 25% 283),
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1.1.8.- Oxido Nitrico (NO)

La importancia suscitada en los ultimos afios en el fenomeno inflamatorio por el
oxido nitrico, ha incrementado exponencialmente el nimero de estudios que se han
realizado sobre este importante mediador de la respuesta inflamatoria, que parece estar

involucrado incluso en la regulacién genética del proceso.

El enzima implicado en la sintesis del 6xido nitrico (NO) es la NO-sintasa (L-
arginina-NADPH-oxidoreductasa-NO-sintasa), que convierte el grupo guanidina terminal
de la L-arginina en NO con un compuesto intermediario de w-hidroxil-L-arginina. Requiere
oxigeno y 4 cofactores (grupo hemo, FAD, FMN vy tretrahidrobiopterina), asi como la

presencia de calciomodulina (Figura 4)24% 325: 363,400, 401)

Citocinas J

INOS-mRNA

NO

\ 4

N

MACROFAGO

Figura 4.- Ruta de sintesis del NO en el macrofago

Se describen 3 genes responsables de las sintesis de otras tantas formas del
enzima productor del NO, con un 60% de similitud entre sus moléculas: dos de ellas
expresadas constitutivamente (cNOS) y otra inducible por estimulos principalmente

inmunolégicos (iNOS).

¢ CcNOS:
-eNOS: Fue la primera identificada, en las células del endotelio vascular, de ahi su
denominacion.
-nNOS: Inicialmente aislada en las neuronas, se ha encontrado también en células
beta-pancreéaticas, células musculares estriadas, células epiteliales del pulmon,

etc.
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* INOS:

-Inicialmente identificada como inducible en los macréfagos, no estd expresada
inicialmente de forma constitutiva, pero seguido a la exposicién a productos
bacterianos y citocinas, puede encontrarse en un amplio nimero de células, no
s6lo en macrofagos, sino también, en células hepaticas, células musculares

lisas y células endoteliales de los vasos.

Las formas eNOS, se encargan de la produccién en condiciones fisiolégicas,
siendo su liberacion pulsatil y a niveles bajos en funcion del estrés sobre el érgano y de la
accion de otros agentes vasoactivos como las prostaglandinas I, y E, y el tromboxano A,.
La enzima iNOS, en cambio, produce un flujo continuo y de gran cantidad de NO desde el
momento en que es activada (inducida); algunos autores apuntan la posibilidad de que en
situaciones de activacion, ese enzima podria sufrir un efecto de control en la produccion

del NO, por retroalimentacion negativa ejercido por el propio NO producido.

Los diferentes estudios realizados concluyen que, entre otros, los principales
estimulos para la activacion de la INOS son: Productos derivados de las bacterias (LPS,
restos de la pared, etc.), INF-y, IL-1, el TNF-a, los RLO, el factor nuclear kB, y el factor
inhibidor de la migracion de los macréfagos (MIF) (Figura 5). En cuanto a su inhibicién,
otra serie de citocinas parecen inhibir su produccién (IL-4 e IL-10), causando el mismo

efecto inhibidor el factor de crecimiento de los macrofagos (TGF-f) (Figura 5).

\\"%A //VA}
Sl /WM\O
\\;’& 7S
LPs
NO sintasa NO

NO

Figura 5.- Sintesis de NO en los macrofagos
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Mucho se ha investigado sobre el papel que podria jugar el NO en el fenbmeno
inflamatorio, otorgandole uUltimamente un efecto protector, si bien, el balance final de su
actividad, los diferentes caminos en los que se encuentra implicado, y los efectos que
pudiese ejercer, aiin no estan completamente dilucidados y conducen a la controversia®®

76,208, 209,255, 306, 343) Entre |os efectos beneficiosos parecen demostrados los siguientes® **
23, 45,71, 75, 77, 108, 167, 168, 180, 224, 290, 303, 309) (Tabla I)

« Esuninhibidor de la adhesién y agregacién plaquetaria mediante el incremento de los

niveles intracelulares de GMPc evitando asi la trombosis del vaso.

» Disminucion de la concentracion de calcio intracelular [Ca2+]i, acumulado durante el

proceso inflamatorio®?.

» Bloquea la adherencia y posible migracion de los monocitos, hecho demostrado “in
vitro”.

» Es un inhibidor de la activacion neutrofilica que conduce a la adhesion celular al
endotelio®* 299 219 233)- 55 como a la generacion de radicales libres del oxigeno®'®;
asi como bloquea la liberacion de productos con acciones vasoconstrictoras,
citotdéxicas y multiplicadoras de la reaccidén inflamatoria (leucotrienos, citocinas,
prostaglandinas, etc.) y parece ejercer ademas un efecto citoprotector directo sobre
las células endoteliales. En relacién con estos aspectos, cabe destacar:

-Algunos trabajos le otorgan también un efecto directo sobre los fenbmenos mas
intimos de la adhesion celular. En estos estudios, cuando la produccion de NO
se bloqued, la expresion de ICAM-1, en las células endoteliales, se incrementé;
y cuando se indujo la produccién de NO, los niveles expresados de ICAM-1
disminuyeron®: 219 221),

-Se ha demostrado cémo el NO puede inhibir la producciéon de radicales libres del
oxigeno, por parte de los neutréfilos, por la inhibicion directa de la NADPH-
oxidasa.

-Reacciona con los radicales libres del oxigeno, actuando como inactivador de sus
efectos. En concreto, reacciona con el anidon superoxido generando
peroxinitritos que son transformados, a su vez, en nitratos con la liberacion del
radical hidroxilo.

-Modula las hemoproteinas que pueden actuar como receptores de los radicales
libres del oxigeno.

e Parece actuar como un mensajero intracelular que no requiere transportadores de
membrana.

« Es un protector de la mucosa intestinal, favoreciendo de este modo la funcion de

barrera.
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Tabla I.- Algunas de las acciones del 6xido nitrico

DIANA RESPUESTA
Guanilato-ciclasa. Elevacion del GMPc.
Plaquetas. Inhibicién de la agregacion y adhesion.

Células musculares lisas. | Relajacion.

Leucocitos. Inhibicion de la NADPH-oxidasa y activacion

de la prostaglandin-sintetasa.

Radicales libres. “Barrendero” formando peroxinitritos.

Metaloproteinas. A altas concentraciones, inhibicion directa
de la citrocromo-C-oxidasa y otros enzimas

gue las contienen.

Lipidos. Formacién de peroxidos lipidicos, a través

de su descomposicion, para formar

productos lipidicos vaso-activos.

La modulacién de la producciéon endégena de NO, mediante la administracién de
su precursor, la L-arginina, puede conducir a una disminucion del dafio en los tejidos
isquémicos que son reperfundidos®® 170 227, 264, 267, 281, 320, 348, 392) B experiencias
consistentes en la administracion de NO exdgeno, se ha observado: una disminucion de
la actividad de la enzima neutrofilica mieloperoxidasa (marcador mas sensible de la
infiltracién neutrofilica); un mantenimiento de los requerimientos locales de oxigeno; que
no ejerce accion alguna sobre la situacibn hemodindmica sistémica o local en el
transcurso del proceso inflamatorio, hecho este Ultimo contradicho en algunos modelos
de isquemia-reperfusion intestinal donde podria, para esos autores, generar una
hipotension marcada por reduccion de las resistencias vasculares periféricas con
incremento del dafio. También se ha comprobado una disminucién de la produccién de

radicales libres del oxigeno y de citocinas proinflamatorias®’> 33¢: 366. 398)

En otras lineas experimentales, en cambio, los resultados son inversos. Asi se ha
observado, en modelos de isquemia-reperfusion miocardica, un efecto cardiodepresor y
lesiones similares a las inducidas en situacion de shock. Algunos autores coinciden en la
explicacién de que el origen, del incremento del dafio, podria ser la formacién de
peroxinitritos, diéxido de nitrdgeno y radicales hidroxilo; que serian los responsables de
estos efectos adversos. Pero algunos trabajos, en cambio, indican, por un lado, que el
ONOO- podria jugar un papel no tan importante en el desarrollo de lesién y, por otro, que
el efecto lesivo podria tener su origen en la activacion de la ciclo-oxigenasa de las células
hipotalamicas y de las células endoteliales, induciendo la produccion de citocinas,

multiplicando asi la respuesta inflamatoria. La Gltima tendencia es considerar que esos
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efectos contrarios podrian deberse a un exceso de produccion, a su vez, secundaria a la
estimulacion de la produccion de la INOS en las células endoteliales y en los macrofagos,
gue ademas dicho sobreexceso, algunos autores piensan que bloquearia la transcripcion
de la via constitutiva o a que el efecto predominantemente beneficioso durante la
reperfusion, proviene del NO producido por cNOS. De hecho el bloqueo de la produccion
de NO por un inhibidor especifico del cNOS (L-NAME = NG-nitro-L-arginine methyl ester),
mostré en modelos de isquemia-reperfusion intestinal un efecto adverso, morfolégico y
funcional, respecto al uso de bloqueantes no selectivos de ambas enzimas (L-NMMA =

N-monometil-L-arginina).

En modelos de isquemia-reperfusién renal® °), se ha comprobado cémo el NO,
juega un papel muy importante en la regulacién del flujo renal, asi como en la excrecion
de Na" y H,O, en condiciones fisioldgicas y durante el fallo renal agudo secundario a
isquemia-reperfusiéon. Se ha demostrado cémo el tratamiento pre-reperfusion, con el
precursor del NO enddgeno, la L-arginina, o con NO exdgeno, se sigue de una mejora de
la funcion renal fundamentada en un incremento de la excrecién de sodio, descenso
sérico de creatinina y aumento del flujo renal arterial. Confirmado al bloquear la ruta
sintética enddgena del NO, con un antagonista de la L-arginina, L-NNA en uso sistémico
o intra-arteria renal, respectivamente, se generaba una vasoconstricion arteriolar con el
consiguiente descenso del flujo arteriolar y por tanto de la diuresis. Se comprueba
también cémo este efecto es menor, sélo incremento discreto de la diuresis, si el

tratamiento se realiza una vez iniciada la reperfusion.

Ante toda esta confusién y contradicciones, no debemos descartar dos aspectos
muy importantes; el primero de ellos seria la posible activacion, secundaria a la de la
INOS, de fendmenos que causen un incremento del dafio en la inflamacion; y el segundo
seria el momento, dentro del proceso patologico, en el que se administra el tratamiento
(blogueantes, precursores o exégeno). De todas las formas, deberemos esperar nuevos
resultados que aclaren todos los aspectos comentados y otros aln desconocidos. La
controversia continta debido a que algunos datos demuestran que el NO enddgeno juega
un papel minimo en isquemia-reperfusion, pero el NO exdégeno parece tener un claro
efecto beneficioso®” 2°* 13 Se ha comprobado una gran disminucién de la produccién
enddgena del NO, mantenida en el tiempo, en modelos de isquemia-reperfusion donde se
ha tratado a los animales de experimentacion con NO exdgeno; en estos casos nho
podemos descartar que la inactivacion de la iINOS pueda tener algo que ver con los

efectos beneficiosos encontrados.
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Muy poco se conoce acerca de cOmo se controla la liberacion de citocinas, o de
como se modulan las moléculas de adhesion celular durante la inflamacion. Basado en
algunos trabajos de la literatura®” 2" 128392 se piensa que el NO es el paso final que
eventualmente ejerce una retroalimentacion negativa en la produccion/liberacion de las
citocinas*? 1% 227 y/g |a expresion/activacion de las moléculas de adhesion celular*?* ¢
338).

; muy posiblemente, todo ello mediado por la regulacion del factor transcripcional
NFkB (Figura 6).

INFLAMACION

Citocinas TNF
IFN

Figura 6.- Posible mecanismo de accion del NO en la inflamacion
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1.2.- Interaccion Leucocito Endotelio

Clasicamente, el endotelio ha sido considerado una estructura relativamente
inerte, que participaba en la composicién de arterias, venas y capilares, asi como, en la
hemostasia primaria y en el transporte de iones y substancias organicas, con una discreta

accion de transformacion local de algunas de esas sustancias.

Desde hace 15 afios se ha identificado como un 6rgano extremadamente activo.
Su localizacion en la interfase sangre-tejido, le convierte en un centro clave de
procesamiento de sefales celulares y de mediadores, que deben transferir de la
circulacion a las células o tejidos proximos, ejerciendo por lo tanto su funcion, no sélo por
su propia modulacion metabdlica, sino también por las érdenes transmitidas a las células

vecinas, fundamentalmente musculares y leucocitos, como veremos mas adelante.

Respecto a su actividad metabdlica, se comporta como secretor, implicado en
numerosos mecanismos bioquimicos y fisiolégicos, incluyendo: regulacién del tono
vascular, adhesion y transferencia de leucocitos en la inflamacion, proteccion local de los
tejidos en situaciones de isquemia, regulacién del crecimiento de las células musculares

lisas, asi como productor y regulador de la matriz extracelular.

Teniendo el origen comuan, las células endoteliales, alcanzan diferentes fenotipos
con especializaciones segun el territorio u érgano en los que se asienta. Su participacion
directa en la proteccion del funcionalismo vascular viene mediada por su capacidad de
segregar metabolitos extremadamente activos y antagonicos, como el 6xido nitrico y la
endotelina para la regulacion de la contraccion de las células musculares lisas, o la de
activadores de la fibrinolisis como el t-PA o el u-PA y de su inhibidor el PAI-1, que

controlan la fibrinolisis.

Las interacciones entre los leucocitos y el endotelio son cruciales en el
mecanismo de lesion en la inflamacion y su conocimiento sera determinante para el

tratamiento del fenémeno inflamatorio en general® 247 377 392.396)

Han sido descritos dos mecanismos para explicar las interacciones inflamatorias
de los leucocitos y las células endoteliales, invocando activacion primaria del neutrdfilo y

como consecuencia, activacion secundaria de la célula endotelial, o activaciéon de la
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célula endotelial y secundariamente del leucocito; todo ello después del fenbmeno de

inflamacion.

A.- Adhesion dependiente del neutrdfilo

Todos los mediadores de la inflamacion presentes en el suero, influyen en la
adherencia del leucocito al endotelio a través de la modulacion de la actividad del
receptor de CD18. Este proceso es rapido con el punto mas alto de adhesividad para los
neutréfilos alrededor de 10 minutos y decayendo en un periodo aproximado de 45

minutos®™,

B.- Adhesién dependiente del endotelio

El segundo mecanismo es el de la célula endotelial activada primariamente, con lo
que el neutrdfilo circulante sera atraido, activado y adherido en respuesta a las sefales
derivadas del endotelio activado. Este proceso dependiente del endotelio implica dos
pasos en la respuesta inflamatoria: la adhesion temprana y la tardia dependientes de la

célula endotelial®®.

- Adhesion temprana: Las sustancias implicadas son RLO, leucotrienos,
tromboxanos, PAF y componentes de la cascada del complemento. Estos productos
pueden iniciar el mecanismo de respuesta temprana que provoca adhesién celular rapida
leucocito-endotelial. Esta respuesta inmediata de adhesion dependiente del endotelio

tiene su punto mas alto de actividad a los 5-10 minutos y decae hacia los 30-45 minutos.

- Adhesion tardia: En contraste, los efectos del periodo de respuesta tardia tienen
su punto mas alto a las 4-6 horas que siguen al estimulo y persisten hasta 48 horas. Esto
incluye la estimulacion del endotelio por las citocinas y la sintesis y expresién de las
moléculas de adhesién. Estas moléculas estdn implicadas en una variedad de
interacciones leucocito-endoteliales que juegan un papel importante en los procesos

inflamatorios.

1.2.1.- Moléculas de adhesion celular

En el momento de la respuesta inflamatoria, tanto el endotelio como los

leucocitos, expresan en la superficie de sus membranas celulares las moléculas de
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adhesion celular (CAMSs), las cuales inducen infiltracién neutrofilica y lesién tisular® 247 33%
337, 365, 392,393, 3%) | 3 comprensién de los mecanismos en los cuales se basa la adhesion
de los leucocitos al endotelio aportard las bases necesarias para el tratamiento
antiadhesivo del proceso inflamatorio. A pesar de que la mayoria de los estudios se han
desarrollado en modelos de experimentacion animal, han aportado las primeras
evidencias significativas de la adhesion como un paso esencial en la progresion de la

lesion inflamatoria®®* 282 3%6)

1.2.1.1.- Interaccion leucocito-endotelio: Etapas de la inflamacion

La interaccién leucocito-endotelio juega un importante papel en la patogénesis de
la inflamacion. Se ha demostrado una masiva infiltracion de leucocitos en el tejido
postisquémico paralela a su lesion™?® 151 3. 380. 397 Eqta interaccion se divide en cuatro

etapas especificas, que exponemos a continuacion®® 3% 3% (Figura 7):

A. Rodamiento: Es la primera interaccion entre leucocitos y las células
endoteliales. Los leucocitos, debido a las alteraciones del flujo laminar,
disminuyen sensiblemente su velocidad y quedan marginados en la periferia
rodando sobre el endotelio vascular y siendo expuestos a los mediadores de la
inflamacién liberados por el endotelio. Esta fase es rapidamente inducida y
varios estudios han sugerido el papel de los receptores de selectinas en el

rodamiento de los leucocitos.

B. Activacion: En esta fase los leucocitos, debido a la disminucion de su velocidad,
marginacion y rodamiento, estdn expuestos a los mediadores de la inflamacion
de forma mas intensa y esto provocara la expresion/activacion de las moléculas

de adhesion celular tanto en ellos como en el endotelio.

C. Adhesion: Una vez activados los leucocitos y las células endoteliales se
provoca una firme adhesion entre ellos a través de las moléculas de adhesién

celular.

D. Migracién: Finalmente, después de la adherencia transitoria (rodamiento) y mas
tarde de la firme (adhesion), los leucocitos migran a través de la matriz

subendotelial al tejido extravascular inflamado.
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Figura 7.- Interaccion leucocito-endotelio en la inflamacion

Este proceso implica a multiples moléculas de adhesion celular, que se expresan
tanto en la superficie de los leucocitos como en la de las células endoteliales, y que son
las responsables de la interaccion leucocito-endotelio. Las moléculas de adhesién celular

mas importantes, asociadas con el fenomeno inflamatorio, han sido clasificadas en tres
familias®*® %1% %9 (Figuras 8 y 9):

Célula

Endotelial Leucocito

W gs

B Integrina

B Selectina

Figura 8.- Familias de CAMs y células que las expresan |



Luis Antonio Ortega Casanueva 27

Figura 9.- Familias de CAMs y células que las expresan I

A.- Superfamilia de las inmunoglobulinas

Los miembros de esta familia se caracterizan por contener los llamados dominios
inmunoglobulinicos, que consisten en dos laminas peptidicas en estructura -plegada y
en disposicion antiparalela estabilizadas por puentes disulfuro. Estas caracteristicas
estructurales son compartidas por moléculas que participan en el reconocimiento
antigénico y en la activacion linfocitaria como los anticuerpos, el receptor T, los antigenos
de clases | y Il del sistema mayor de histocompatibilidad y sus contrarreceptores CD8 y
CD4.

En general, las moléculas de esta familia se hallan presentes en células
presentadoras de antigenos y tienen un papel crucial como moléculas accesorias en el

reconocimiento antigénico y la activacion linfocitaria.

Entre sus componentes, teniendo en cuenta su importancia en el fenomeno

inflamatorio, destacamos las siguientes %% 158 177. 225, 273, 278, 280, 338, 360, 349-351) (T4 ||):

- Molécula de adhesion intracelular-1 (ICAM-1, CD54).
- Molécula de adhesion intracelular-2 (ICAM-2).
- Molécula de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1, INCAM-110).

- Molécula de adhesion celular plaquetaria-endotelial-1 (PECAM-1).
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Tabla Il.- Superfamilia de las inmunoglobulinas

Célula en la que se Ligando Célula en la que se
CAMs expresa expresa el ligando
ICAM-1* Endotelial, Monaocito, Leucocitos
Linfocito T y B, Dendritica Mac-1 Monocitos
ICAM-2** Endotelial, Monacito, Leucocitos
Dendritica LFA-1
VCAM-1* Endotelial VLA-4 Linfocitos, Monocitos
PECAM-1* Endotelio, Monocitos, CD31 Endotelio, Plaquetas
Linfocitos

* Inducible por citocinas; ** Constitutiva

B.- Familia de las integrinas

Son glucoproteinas heterodiméricas compuestas por una cadena a y otra
presentes en una amplia variedad de estirpes celulares. Constituyen los principales
receptores con que las células interaccionan con la matriz extracelular. Algunas de ellas
también participan en interacciones celulares. Las integrinas se clasifican en familias,
cuya identidad queda establecida por la cadena B. Se han identificado al menos 9
cadenas [ distintas que definen las correspondientes familias. Cada cadena B puede
unirse a distintas cadenas a lo cual resulta en un gran numero de posibles
combinaciones. Las integrinas se expresan constitutivamente en los leucocitos y su
regulacién es principalmente funcional. Consolidan las interacciones iniciadas por otras
moléculas de adhesién celular, principalmente las selectinas, y al unirse a sus
contrarreceptores producen importantes cambios funcionales en los leucocitos. Su
conexién con el citoesqueleto celular les confiere también un importante papel en el
proceso de migracion. Nos centraremos, a continuacion, en las mas importantes

relacionadas con el fenémeno inflamatorio®® %% 340 (Tabla I11):

- Antigeno relacionado con la funcion linfocitica-1 (LFA-1, B.-integrina, CD11a/CD18).
- Macrofago-1 (Mac-1, B,-integrina, CD11b/CD18).
- Antigeno de activacion muy tardia-4 (VLA-4, B;-integrina, CD49d/CD29).
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Tabla Ill.- Familia de las integrinas

Célula en la que se Ligando Célula en la que se
CAMs expresa expresa el ligando
LFA-1* Leucocito ICAM-1 Endotelial
ICAM-2
Mac-1** Monacito, Neutrdfilo ICAM-1 Endotelial

* Inducible por citocinas; ** Constitutiva

C.- Familia de las selectinas

Son las moléculas de adhesion celular que vehiculizan el contacto inicial en las
interacciones leucocito-endotelio. Son glucoproteinas de membrana que comparten un
dominio aminoterminal tipo lectina, por donde se unen a hidratos de carbono especificos.
Las selectinas reconocen oligosacéridos sialilados o sulfatados relacionados con los
antigenos Lewis® o Lewis* que pueden formar parte de la porciéon glucidica de diversas
glucoproteinas. Son proteinas relacionadas con las mucinas y un elevado porcentaje de

su peso molecular corresponde a su parte glucidica.

Las interacciones mediadas por esta familia de moléculas de adhesion celular son
de una gran complejidad y redundancia, siendo las responsables del inicio de las
interacciones leucocito-endotelio en la respuesta inflamatoria. Hasta el momento se

conocen tres Selectinas(SZ, 101, 129, 157, 212, 214, 216-218, 228, 243, 285, 297, 334, 385, 391) (Tabla |V)

- Molécula de adhesién leucocitaria (L-selectina, LAM-1, LECAM-1).

- Molécula de adhesién endotelial leucocitaria (E-selectina, ELAM-1, LECAM-2).

- Activador plaquetario dependiente del granulo de membrana (P-selectina, PADGEM,
GMP-140, LECAM-3, CD62).

Tabla IV.- Familia de las selectinas

Célula en Ligando Célula en la que
CAMs la que se se expresa el
expresa ligando

L-selectina* Linfocito Mucine Endotelial
E-selectina** Endotelial Moléculas fucosiladas Neutrofilo
0 sialiladas Monaocito
P-selectina*** Plaquetas Moléculas fucosiladas Plaqueta
Endotelial 0 sialiladas Neutrofilo
Monaocito

* Disminuida por citocinas; ** Inducida por citocin as; *** Liberada por citocinas
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1.2.1.2.- Modulacion de las CAMs

Uno de los principales mecanismos de control de las moléculas de adhesion
celular, es la afinidad del receptor por su ligando. Los leucocitos en reposo no se
adhieren espontdneamente y una serie de estimulos pueden inducir interacciones célula-
célula mediadas por las Bi-, Bo-, y Ps-integrinas®?. Una caracteristica interesante es que
después de estos estimulos, se induce la adhesién sin un aparente incremento en la
expresion de los receptores 2389 Esto ha sugerido que la afinidad del receptor por su
ligando, o cambios en la organizacion de los receptores en la superficie celular, son los

gue causan el incremento de la adhesion.
1.2.1.3.- Expresion de las CAMs en los leucocitos

Los fendmenos precisos, intracelulares, que regulan la adhesion celular mediada
por integrinas ain no son bien conocidos. Algunas observaciones® *Y sugieren que
CAMs en la superficie tales como CD2 y CD3 pueden activar a la integrina LFA-1 por
medio de sefales intracelulares (signaling pathway). Estas y otras observaciones
sugieren que la hipétesis de activacion de LFA-1 puede ser inducida a través de
diferentes receptores de superficie, lo que muestra que la via LFA-1/ICAM-1 es una via
comun de adhesion que pueden seguir los leucocitos bajo diferentes condiciones

fisiopatoldgicas (inflamacion, reperfusion, infeccion, rechazo, etc.).

1.2.1.4.- Expresion de CAMs en el endotelio

ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, E- y P-selectina son las CAMs expresadas en la
superficie de las células endoteliales. Los mecanismos involucrados en la modulacién de
la expresion de estas CAMs no estan completamente esclarecidos. Se ha observado que
los receptores de las integrinas no expresan una forma activa e inactiva como es el caso
de las observaciones para el receptor de LFA-1 27379 Sin embargo, es bien conocido
que la produccion de citocinas incrementa localmente la expresién de ICAM-1 en las

células endoteliales®*

, de aqui que faciliten la adhesion celular en general. La
inmunoneutralizacion de ICAM-1 atenta la adherencia neutrofilica en isquemia-
reperfusion mesentérica y reduce el secuestro neutrofilico y el edema en la postisquemia
pulmonar. Las selectinas son un caso especial, por ejemplo, la P-selectina es una
glicoproteina localizada en las plaguetas y en los cuerpos de Weidel-Palade de las
células endoteliales. Después de la activacion endotelial, los cuerpos de Weidel-Palade

se fusionan con la membrana plasmética y la P-selectina se transloca rapidamente a la
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superficie en aproximadamente 5 minutos“®?. La E-selectina no se expresa en células en
reposo o en células endoteliales multitransferidas; sin embargo, hay una expresion baja
en células endoteliales que han sido obtenidas de cordones umbilicales. Su pico de
expresion después de la activacion es tardio a diferencia del de la P-selectina, el cual es

méaximo a las 4-6 horas después de la estimulacién con citocinas!’ 3% 61 107 110. 111, 172, 194)

1.2.1.5.- Citocinas, endotelio y CAMs

Como mencionamos anteriormente, las citocinas mas importantes implicadas en
la modulacién de las CAMs son el TNF-qa, la IL-1 y el IFN-y. Después de la adicion de
citocinas al endotelio (TNF-a, IL-1), la expresion de ICAM-1 se incrementa, llegando a un
pico maximo a las 24 h., manteniendo su expresién al menos 72 ¢, Por otro lado,
VCAM-1 es inducida por la IL-4, la IL-1 y el TNF-a pero no por el IFN-y. Esta molécula
alcanza su méaxima expresién alrededor de las 6 horas y declina a las 48h®™®. La E-
selectina se expresa en las células endoteliales después de induccion con la IL-1 y el
TNF-a pero no con el IFN-y®™Y. En cultivos de tejidos, estas citocinas activan la
transcripciéon de ELAM-1 causando un pico de expresion en la superficie celular entre las

4-6 h., retornando a niveles basales a las 24 h.
1.2.1.6.- Citocinas, leucocitos y CAMs

El TNF-a es la citocina mas potente que estimula a los neutréfilos para
incrementar temporalmente su adhesividad. Este incremento dura de 30 a 60 minutos®
y parece inducir una disminucion en los niveles de AMP ciclico®?. También el TNF-B, y
el factor estimulador de colonias granulocito-macréfago (GM-CSF) tienen efectos
cualitativamente similares al TNF-a en los neutrofilos, sin embargo estas moléculas son
menos potentes. Después de la activacion de neutréfilos con TNF-a y GM-CSF se

incrementa la produccion de Mac-1, y L-selectina cambia la afinidad por su ligando.

1.2.1.7.- El factor transcripcional NFkB

La importancia de la regulacion del fendmeno de respuesta inflamatoria nos hace
prestar, en la actualidad, especial atencion a los mecanismos intracelulares, de tipo
genético, que controlan la replicacion del DNA y la consecuente induccion de actividad
celular. De este modo se han logrado conocer algunos de los responsables de la
transcripcion del DNA a RNAm vy los genes regulados por los mismos, entre ellos

destacamos, por su importancia en la inflamacién, al factor transcripcional NFkB.
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NFKB es una proteina activadora transcripcional que pertenece a la familia Rel de
factores transcripcionales y ha sido punto focal de atencién en el intento de comprender
como las sefiales extracelulares inducen la expresion especifica de grupos de genes en
eucariotes superiores®. Originalmente fue identificada como un complejo proteico que
consistia en una subunidad de 65 kDa (p65) que se une al DNA y una subunidad de 50

kDa (p50) asociada’® 141143,

El interés en este factor transcripcional se ha generado por la complejidad del
sistema NF-kB, ya que hay multiples formas de subunidades Rel asociadas NFkB
(NFKB/Rel) y también hay mdltiples formas de IkB (porcion inhibidora)®®?. Esta
complejidad ofrece un potencial enorme de combinaciones para el control en la

regulacion de la transcripcion especifica de genes.

Los mecanismos de activacion citoplasmatica de NFkB se han dividido en 4 fases:
fosforilacién, ubiquitinizacién, degradacién o procesamiento proteico y transporte® 369
(Figuras 10 y 11). Las fases anteriormente descritas tienen como objeto preparar la
porcion que penetrara en el nicleo y activara la replicacion del DNA y dependiendo de la
informacion transmitida se replicara en un RNAm especifico que activara los diferentes
mecanismos celulares necesarios para la produccion y/o liberacion de mediadores o

inductores en el fenémeno inflamatorio.
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Figura 10.- NFkB (p65-p50) se encuentra atrapado en el citoplasma en
condiciones normales formando un complejo, inactivo, con la subunidad
inhibitoria IkB. Después de su activacion, IkB es primero fosforilada y
posteriormente ubiquitinizada.
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,— p65

Figura 11.- IkB y p105 son procesados por lisis 0 sélo liberados. NFkB es
entonces capaz de ser transportado dentro de la membrana nuclear donde activa
la transcripcion de diferentes genes incluyendo TNF-a, INF-y y otras proteinas
como CAMs.

La actividad de NFkB es inducida por mitdgenos y probol éster, aun en presencia
de inhibidores de la sintesis proteica™*?. También se ha demostrado que factores séricos
de crecimiento y citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1 inducen su actividad

independientemente de que la sintesis proteica esté activa o no®® 2’9 (Tabla V).

Tabla V.- Inductores de NFkB

Lista parcial de inductores de NF kB

Probol éster PMA

Lipopolisacérido (LPS)

Factores séricos Growth/derivados plaquetarios de factor Growth
(PDGF)

Radicales libres del oxigeno (H,O,)
Factor de necrosis tumoral (TNF)
Interleucina-1

Infeccion viral

Proteinas virales:

Proteina X del virus de la hepatitis B
Proteina Tax del HTLV-1

Proteina latente de membrana (LMP)
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La lista conocida de genes que son regulados por NFkB incluye los genes clasicos
de funcion inmune e inflamacion, y basicamente no se conoce como son controlados,

aunque en la actualidad se esta investigando mucho en este sentido (Tabla VI).

Tabla VI.- Genes regulados

Lista parcial de genes regulados por
la familia Rel (NFkB, Rel o Dorsal)

Factor de necrosis tumoral a (TNF-a)
Interleucina-2 (IL-2)
GM-CSF

VCAM-1

Interferén y (IFN-y)

Receptor de la interleucina-2
MHC Clase |

c-Myc

p50-p150 NFkB

Urokinasa

HIV (LTR)

Gro (Factor estimulador del melanoma)

El control de la actividad de NFkB aun no ha sido completamente dilucidado. La
forma clasica de NFKkB (p50/p65) es aparentemente inactiva en la mayoria de las células
en las cuales se encuentra asociada con el inhibidor IkB®%. IkB inhibe la translocacién de

NFkB al ntcleo.

La induccion por los agentes mencionados anteriormente, produce una
localizacién nuclear de la proteina, supuestamente, a través de la liberacion de IkB®.
Pero no han sido aclaradas cuales son las sefiales involucradas en esta liberacion, ni
tampoco el control de la resintesis de NFkB, ni el restablecimiento del complejo NFkB-I1kB

en el citoplasma.
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2.- TRANSLOCACION BACTERIANA

Las complicaciones infecciosas continian siendo una causa importante de morbi-
mortalidad en los pacientes criticos (politraumatismos, polioperados, quemados, etc.) a
pesar de los avances técnicos en las unidades de cuidados intensivos, tratamientos
multidisciplinarios y profilacticos®® #®. Un desenlace fatal, desde una situacién de
sepsis, habitualmente es el resultado final de un fallo multiorganico progresivo o de un
shock séptico®”). Los pacientes en situacién critica, por ejemplo por politraumatismos,
sufren numerosas alteraciones de la inmunidad humoral y celular, conduciendo a una
disminucion de las defensas contra la infeccion®?. Por otra parte, la funcién de barrera
del epitelio mucoso intestinal y la capacidad de aclaramiento de bacterias por los
fagotitos, influye en el nUmero de bacterias viables en los tejidos, hecho asociado al
proceso de translocacién de bacterias o de sus productos. Berg y cols. y Deitch y cols.

popularizaron el concepto de translocacion en las décadas 70 y 80%53 269,
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2.1.- Concepto

En los modelos experimentales se han determinado tres grandes vias de fallo de

la funcion barrera®:

» Alteracion del equilibrio ecoldgico, lo que permite un sobrecrecimiento bacteriano.
» Alteraciones en las defensas inmunolégicas del huésped.

» Alteracion en la permeabilidad de la barrera mucosa intestinal.

Este fallo de la barrera intestinal ha sido considerado el posible desencadenante

de infecciones, fallo multiorganico y/o muerte® 284

Aun hoy, la frecuencia del proceso de TB es discutida. Para algunos autores el
proceso es poco frecuente aun cuando se ha demostrado que en pacientes criticos, la
mortalidad esta relacionada con un incremento de la permeabilidad intestinal y por tanto
de TB®* 22 Ademas se ha admitido un papel no menos importante para la TB, en el
desarrollo de las neumonias nosocomiales en pacientes severos, que el dado a la

aspiracion de las secreciones nasofaringeas contaminadas™®®.
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2.2.- Fisiopatologia

La TB se puede estudiar en varias situaciones, clinica y experimentalmente, tanto
en un sentido protector como promotor. Ambos se encuentran intensamente
interrelacionados. Asi podemos encontrar: factores inductores, capaces de producir TB;
factores favorecedores que junto con otros contribuyen a su aparicion y factores
potenciadores que van a incrementar el grado de TB ya existente. Clasificar las causas
de translocacion en uno de estos grupos es casi imposible debido a las numerosas
interacciones existentes entre ellas. Por esto es mucho mas util diferenciarlas segun el
mecanismo de actuacion: alterando la capacidad de la barrera intestinal o modificando la

tendencia bacteriana a la translocacion.



Tesis Doctoral 38

2.3.- Factores que Alteran la Barrera Intestinal

La capacidad de la barrera intestinal, fisiopatolégicamente, puede verse sometida
a diferentes alteraciones que en muchos casos se superponen: alteraciones de la
inmunidad, alteraciones del flujo sanguineo, alteraciones de la dieta, deficiencias

nutricionales, agresiones sobre la mucosa o incluso inflamaciones intraabdominales®? %
189)

2.3.1.- Factores que disminuyen la inmunidad intest  inal

La alteracion del sistema inmune en el proceso de translocacién parece tener un
caracter permisivo. La funcion del sistema inmunoldgico es la del aclarado de las
bacterias o toxinas que hayan logrado atravesar la mucosa intestinal, con una funcién
esencial para que esa translocacién no se compliqgue con un estado de sepsis y de fallo

multiorganico®*®.

En este sentido debemos mencionar el aumento de la supervivencia de las
bacterias translocadas debido a la influencia de las transfusiones de sangre, la edad del
huésped que influye a través de un envejecimiento del sistema inmune y una cierta
inmunosupresioén, la infecciébn por citomegalovirus o la presencia de niveles altos de
corticoesteroides que para algunos autores no parecen influir en la incidencia de TB®?
aunque estos farmacos si favorecen la adhesion de la bacteria al epitelio, y por tanto, la
TB.

Ademas existen situaciones 0 patologias que se comportan como
inmunosupresoras favoreciendo la infeccion y la TB. Dentro de éstas nos encontramos
las intervenciones quirdrgicas (comprobandose que dietas suplidas con arginina, ARN o
acidos grasos Q-3, ayudan a restablecer la normalidad inmunitaria tras estos procesos®?®
(Figura 12)); la diabetes mellitus®” o incluso la dieta, ya que se ha observado que la
malnutricion proteica provoca una disminucion de la respuesta a los mitdgenos por parte
de las células T e histoloégicamente una atrofia linfoide. Lo que no se ha observado es

una alteracion de la respuesta a los mitégenos por parte de los linfocitos B®.
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Figura 12.- Nutrientes especificos e inmunidad.

El sistema inmune, ademas, tiene otra funcién de gran importancia, la sintesis de
inmunoglobulinas, que ayudarian a mantener la funcion de barrera dificultando la
adhesion de las bacterias al epitelio intestinal. Se ha observado que en animales a los
gue se suministra glucocorticoides o endotoxina, se produce una alteracion del sistema
inmune con una disminucién de la sintesis de IgA, lo que favorece la adhesion de

bacterias al epitelio intestinal y por tanto su translocacion® % 342,

Por ultimo, debemos considerar que el propio desarrollo de TB, empeora el estado
inmunolégico del paciente, ya que se altera la funcion de algunas células inmunes, como
son los linfocitos T y las células de Kupffer. Esto contribuye a establecer un circulo

favorable a la entrada de bacterias en el organismo®.

2.3.2.- Factores que alteran la fisiologia de lamu  cosa intestinal

La mucosa intestinal es uno de los lugares con mayor actividad mitética y
metabdlica del organismo, por lo que es facil comprender que sea uno de los mas
facilmente dafables. Para que la integridad de la misma se pueda mantener, es
necesario que exista una buena vascularizacion, una dieta adecuada que proporcione

una buena nutricion de la mucosa y la ausencia de agresiones.
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a) Alteraciones en la dieta

El ayuno, por si s6lo, no es causa suficiente para producir translocacion, pero si
es un factor asociado importante®. La presencia de alimento en la luz intestinal supone
uno de los mayores estimulos proliferativos de la mucosa intestinal. El reposo intestinal,
bien durante la nutricion parenteral o el ayuno, da lugar a una atrofia de las vellosidades y
a una disminucion de las funciones intestinales, mas importantes a nivel yeyunal, que
comienzan a revertir rdpidamente con la reanudacién de la alimentacién. Sin embargo, el
ayuno croénico y la desnutricion van a provocar dafios mas profundos, lo que determina
gue al iniciar la realimentacion, se sobrepase la capacidad de absorcién de la mucosa
alterada produciéndose malabsorcion, distensién y diarrea. Los complejos de unién y las
membranas apicales de las células epiteliales no van a realizar la funcion de barrera,
convirtiéndose la mucosa, en estas circunstancias, en puerta y puente para la salida de

bacterias.

Se ha comprobado, experimentalmente, que la nutricion parenteral total, da lugar
a un aumento del recuento de bacterias cecales, provoca un sobrecrecimiento bacteriano
y a su vez aumento de la incidencia de TB. Este sobrecrecimiento bacteriano es uno de

los factores principales para el desarrollo de TB®?,

La atrofia de la mucosa observada en la malnutricion o en la nutriciéon intravenosa
no juega un papel tan importante como el sobrecrecimiento bacteriano, ya que medidas
como la descontaminacién antibiotica se muestran mas eficaces que aquellas medidas
tendentes a disminuir la atrofia®®. Se ha observado que la atrofia de la mucosa producida
durante la alimentacién intravenosa se puede revertir eficazmente mediante la
administracion de prostaglandina-E oral; sin embargo esto no se asocia a una menor
incidencia de TB®*®. Por tanto, nos debemos plantear que la reversién inducida por la
prostaglandina-E no es total o bien deben existir otros factores asociados a la nutricién

parenteral total implicados en la TB.

Tenemos que tener en cuenta, ademas, que dietas pobres en acidos grasos

@9 proteinas y mas concretamente en glutamina®®* % 71 3% o djetas

esenciales
liguidas, dan lugar a un aumento en la incidencia de TB. Esto demuestra la influencia que
tienen determinados nutrientes, &cidos grasos esenciales y glutamina en el
mantenimiento de la barrera mucosa® *9. Una dieta enriquecida con glutamina se ha

mostrado como protectora frente a la TB; este efecto parece que estd mediado por el
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sistema inmune secretor de IgA®®. También se ha demostrado que la falta de fibra en la

dieta es un factor importante en el desarrollo de sobrecrecimiento bacteriano®**.

b) Alteraciones del flujo sanguineo intestinal

Alteraciones del flujo sanguineo intestinal, aun en periodos cortos de tiempo,
pueden dar lugar a TB y fallo multiorganico®®. La mucosa intestinal se ve afectada por la
hipotension e inestabilidad hemodindmica, apareciendo desprendimiento de las células
mucosas y cese de produccién de moco, areas de necrosis superficial, apertura de las
uniones firmes existentes entre las células epiteliales y edema de la mucosa. Todo esto

determina una alteracién de la permeabilidad y edema de la pared intestinal®”.

Las grandes quemaduras son causa de TB. La quemadura se asocia a una
vasoconstriccion mesentérica que dafia la mucosa; en ella, juega un papel importante el
vasoconstrictor tromboxano A2 (y su metabolito el tromboxano B2) y el sistema renina-
angiotensina*®® '8 La inhibicién de la tromboxano-sintetasa o el empleo de enalapril, asi
como la infusion de nitroprusiato sédico (donador de Oxido nitrico) en la arteria

mesentérica superior, previene la vasoconstriccion y reduce la TB%3),

Estudios como los de Deitch y cols.®?, por otra parte, han confirmado la existencia
de TB en situaciones de isquemia intestinal, como es el caso del shock hemorragico,
observando su aumento sobre todo durante el proceso de reperfusion, implicando en ello

a la activacion del sistema xantina-xantino oxidasa®®.

¢) Agresiones a la mucosa intestinal

Las agresiones pueden ser de tipo quimico, mecanico o radioldgico. Entre las
agresiones quimicas se ha descrito la producida por el acido ricinoleico (componente
activo del aceite de castor), que con una sola dosis intragastrica produce translocacion de
la flora gastro-intestinal a ganglios linfaticos, bazo e higado, con un pico maximo a los 4
dias. Este modelo no se puede considerar como un modelo estricto de TB ya que en el

concepto de TB no se admiten cambios visibles de la mucosa®”.

Fisiopatologicamente es comprensible que la TB pueda tener su origen en

agresiones mecanicas tal y como se ha comprobado en las peritonitis secundarias a la

preparacion del colon previa a colonoscopia y en la cirugia colo-rectal %),
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Las radiaciones, experimentales, sobre el campo abdominal han dado lugar a
translocacion con sepsis posterior por E. coli en ratones, sin que exista dafio aparente en
la mucosa intestinal, condicién requerida para admitir estrictamente la existencia de
TB! 148199 ge puede observar en estos animales un descenso de los leucocitos
sanguineos, de las células peritoneales y de los linfocitos de las placas de Séller, asi
como una disminucién de la respuesta mitégena de los linfocitos de varios tejidos

linfaticos sin que esté alterada la funcién de las células de Kupffer®®.

d) Inflamaciones intraabdominales

La existencia de procesos inflamatorios intraabdominales supone también un
factor desencadenante de TB. Se ha observado experimentalmente, que la pancreatitis
obtenida por obstruccion biliopancreética da lugar a un aumento del nimero de bacterias
en los ganglios linfaticos mesentéricos, sangre, higado, bazo y pancreas®®. Por tanto,
parece claro, experimentalmente, que el desarrollo de sepsis en la pancreatitis aguda es

debido al proceso de TB®),

Experimentalmente, también, se ha visto que los materiales protésicos
intraperitoneales provocan TB™** 146 2% Djchos materiales son contaminados por la flora
intestinal con una incidencia semejante a la de la TB en los ganglios linfaticos
mesentéricos. El mecanismo propuesto seria la atraccion quimiotactica de células que
han fagocitado particulas y bacterias en la pared intestinal a focos vecinos de

inflamacion®©®,

En la enfermedad de Crohn, el mecanismo de TB se ha tratado de explicar a
través de las estenosis tipicas de la enfermedad, aunque hay que tener en cuenta
también, la existencia de otros posibles mecanismos que den lugar a TB en otros
pacientes sin estenosis. Dentro de estos mecanismos se debe tener en cuenta el
inflamatorio, ya que los ganglios afectados suelen ser los correspondientes al drenaje de

esos segmentos afectados por el proceso inflamatorio®?.

e) Estados inflamatorios sistémicos

Experimentalmente, se ha observado cémo animales traumatizados (con
mutilacién a la altura femoral) y sobre todo animales traumatizados con tejidos necroéticos
(quemados) sufren TB, hecho que se ve intensificado si se altera su flora intestinal normal

(animales monoasociados con E. coli)™.
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En la practica clinica, se ha comprobado que en los pacientes politraumatizados,
el fallo multiorgénico, estad asociado a un aumento de la permeabilidad intestinal
(determinada por el método lactulosa-manitol-concentracion urinaria, cuando la funcion
renal esta conservada) y por tanto de TB®®%.

Se piensa que la asociacion entre traumatismos y TB es debida a disfunciones
inmunes y alteracion de la permeabilidad intestinal por activacion de mediadores de la

inflamacion, e incluso inflamacién sistémica®®.

Debemos incluir en este apartado el modelo experimental por Zymosan ya que es

capaz de dar lugar a una inflamacion aséptica intraabdominal y sistémica®®.
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2.4.- Factores que Modifican la Tendencia Bacterian a a la

Translocacion

La tendencia bacteriana a la traslocacion esta relacionada con la situacion del
huésped. Con el fin de comprender mas facilmente la etiopatogenia de este proceso,
podemos hacer una division entre las caracteristicas cualitativas y cuantitativas de la flora

intestinal en el proceso de la translocacion.

2.4.1.- Aspectos cualitativos de la flora intestina |

La flora intestinal saprofita situada en el intestino delgado distal y colon esta
formada en su mayor parte por microorganismos anaerobios (Bacteroides, Clostridios,
Peptoestreptococcus, Peptococcus, etc.). La supresion de esta flora anaerobia mediante
la administracion de metronidazol parenteral, se asocia con una mayor incidencia de
translocacion®®* 37%8) ge ha comprobado que la TB es un proceso casi exclusivo de las
bacterias aerobias Gram -®*%, aunque en un modelo de TB por Zymosan la translocacién
es casi exclusiva de bacterias aerobias Gram +*%. Todo esto sugiere que existe un
mecanismo competitivo de la flora intestinal por el cual las bacterias anaerobias juegan
un papel protector evitando el desarrollo de patogenicidad por parte de las bacterias
aerobias e impidiendo la colonizacién de especies patégenas nuevas no anaerobias a

nivel intestinal#6: 120 343 386, 387)

Para Wells y cols.®®, el factor que parece tener mayor relevancia en el proceso
de TB es la especie microbiana de que se trate ya que se observan diferencias en el

grado de TB si se tiene en cuenta este aspecto.

2.4.2.- Aspectos cuantitativos de la flora intestin ~ al

El sobrecrecimiento bacteriano es el aspecto cuantitativo mas importante a la hora
de estudiar la TB. Situaciones que lo favorecen se consideran promotoras de la
translocacion. Muchas de ellas seran sinérgicas, sobre todo en el paciente critico. Asi, la
nutricion parenteral total o nutriciones inadecuadas, son capaces de desarrollar

sobrecrecimiento bacteriano, promoviendo el desarrollo de TB en mayor grado que la
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atrofia de la mucosa que pueden producir®® ', Se ha observado que la administracién de
sulfato de morfina parenteral aumenta también la incidencia de TB en animales
sometidos a nutricion parenteral total. El efecto de la morfina se debe, posiblemente, a la
alteracién de la motilidad intestinal y a que favorece un sobrecrecimiento bacteriano®?.
La utilizacion de ambos productos es muy habitual en las unidades de cuidados

intensivos, con las implicaciones clinicas que esto conlleva.

Otro factor a tener en cuenta, es la ausencia de administracion de fibra en las

nutriciones parenterales, lo que lleva al desarrollo de un sobrecrecimiento bacteriano®**.

En el paciente critico la motilidad intestinal en muchas ocasiones se encuentra
alterada. El estancamiento del contenido intestinal, favorece la adhesion de las bacterias
a la pared intestinal, sobrecrecimiento y por tanto TB. Se debe tener en cuenta, por tanto,
aquellas causas que pueden dar lugar a pseudoobstruccion o a ileo paralitico. Se ha
comprobado que una obstruccion del colon o del intestino delgado, en el humano, se

asocia con TB'y que el germen mas frecuentemente hallado es el E. coli®® 2°7,

Se ha podido observar que la ausencia de bilis, que ayuda a mantener la relativa
esterilidad del tracto gastrointestinal superior, en el intestino, promueve el desarrollo de
TB®* 342 Esto es debido, probablemente, al cese del efecto bacteriostatico de la bilis o
bien a una posible agresion a la mucosa por esta situacion. También el fallo hepético
agudo provocado por hepatectomia del 90%, induce sobrecrecimiento bacteriano que

coincide con el inicio de TB®8?,

Teniendo en cuenta todo lo anterior, se evidencia que la etiopatogenia de la TB es
muy compleja ya que pueden existir varios tipos de situaciones: unas son
desencadenantes por si mismas (quemaduras extensas, traumatismos severos), mientras
que otras se comportan como potenciadoras o favorecedoras ante la presencia de las
primeras. De este modo la TB clinicamente podria pasar desapercibida y terminar en una
resolucion natural, o bien ser el inicio de un cuadro agresivo que contribuya al desarrollo
de fracaso multiorganico y la muerte del paciente. Su manifestacion va a depender del

equilibrio entre agresién dosis-dependiente y resistencia del huésped.
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2.5.- Mecanismos de Translocacion Bacteriana

Los mecanismos de translocacion no estan claramente definidos, pero parece que

existen una serie de fases en el desarrollo de la misma.

En una primera fase se produce la adhesién de las bacterias al epitelio intestinal
siendo esto necesario para el posterior desarrollo de la TB®. En condiciones normales
esta adhesion no sucede debido a la existencia de una serie de mecanismos como son,
secrecion de IgA (mecanismo especifico) y moco, descamacion, etc. (mecanismos

inespecificos).

En una segunda fase, se produce el paso de bacterias a través del epitelio-pared
intestinal sin que existan, en el fendmeno de TB, alteraciones estructurales de la misma,
aunque si puede haber un aumento de la permeabilidad que se ha asociado a diversas
alteraciones como la activacion de enzimas tisulares, degranulacion de neutrofilos,
liberacion de citocinas y sustancias vasoactivas que surgen en la respuesta al estrés tras

una agresion®&* 184,

La tercera fase corresponde al mecanismo intimo de fuga bacteriana, el cual
todavia hoy en dia no esta aclarado. La hipdtesis mas aceptada es el transporte de las
bacterias por medio de los macrofagos, los cuales las ingieren y las transportan en su
interior desde la luz digestiva hacia lugares extraintestinales. Esta teoria se basa en el
hecho de que cuando se emplean macréfagos defectuosos disminuye dicha
translocacion®® asi como el hecho de que los porcentajes de TB se alteran al utilizar

agentes que modulan la respuesta inmune incluida la fagocitosis©®®?.

La cuarta fase o fase de propagacion, se caracteriza porque las bacterias han
salido del sector intestinal y se propagan por vias variadas relaciondndose con la

magnitud de la agresion.

Mainous y cols.?® en un modelo experimental de TB inducido por Zymosan
comprobaron que su administracion, a una dosis de 0,1 mg/g, inducia translocacion
exclusivamente en ganglios linfaticos y que a una dosis mayor, ésta era sistémica por via

portal.
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Estudios recientes dan gran importancia a la via linfatica ya que en un trabajo por
qguemaduras, la linfadenectomia mesentérica daba lugar a la ausencia de TB en los

tejidos estudiados (bazo, higado, rifién) y sélo la mostraba en el liquido peritoneal®®".

Debemos tener en cuenta, que el Zymosan inyectado intraperitonealmente da
lugar a una inflamacion aséptica, inespecifica y sistémica®; comportandose de manera
similar a la endotoxina administrada intraperitonealmente, estimula los leucocitos

polimorfonucleares neutréfilos y el sistema del complemento.

Inicialmente, la administracion de Zymosan va a dar lugar a una primera respuesta
inflamatoria, origen del fenbmeno de TB; este fendmeno, secundariamente y debido al
paso de bacterias a los ganglios linfaticos y a los 6rganos sistémicos, va a dar lugar a un

proceso infeccioso que a su vez va a mantener e incrementar la respuesta inflamatoria.
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3.- CELECOXIB

Celecoxib es un pirazol diaril sustituido, quimicamente similar a otras
sulfonamidas no arilaminas (ej: tiazidas, furosemida) pero que difiere de las sulfonamidas

arilaminas (ej: sulfametoxizol y otros antibiéticos sulfonamidas).

El dolor asociado a la inflamacion es uno de los problemas mas frecuentes en la
practica medica. Su naturaleza va desde el dolor autolimitado (por ejemplo el posterior a
una extraccion dentaria) al constante, tormentoso y extenuante de una degeneracion
cronica del cartilago articular, como ocurre en la artrosis. En estos casos la analgesia ha
sido el objetivo principal de la medicina desde el principio de los tiempos, como lo

demuestra el uso de salicilatos que se remonta a la prehistoria.

Las bases del conocimiento bioquimico del tratamiento del dolor inflamatorio se
sentaron en 1971, cuando se postulo que los farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINES) actuan por inhibicion de la sintesis de prostaglandinas. En 1976 se encontro la
enzima clave de la via de formacion de las prostaglandinas a partir del &cido araquidénico
y se la denominé ciclooxigenasa. Sin embargo, pronto se demostré que la misma enzima
no solo cataliza la ciclooxigenacion real, que es la etapa limitante de la conversion de la
prostaglandina G2, sino también la reaccibn de la peroxidasa que se produce
inmediatamente después y convierte la PG2 en PGH2, precursoras de las
prostaglandinas inflamatorias, asi como también de la prostaciclina y el tromboxano A2
(TXA2).

Durante mucho tiempo se sostuvo que la ciclooxigenasa era una especie
molecular simple que se manifestaba en casi todas las células. En 1991, varios
laboratorios encontraron pruebas de una forma variante de la enzima, y en 1992 las
técnicas de clonaciéon molecular demostraron que, en realidad la enzima existente en dos
formas, COX-1 y COX-2, eran expresadas por dos genes distintos con diferente
regulacion.Mientras la COX-1 se expresa predominantemente de modo constitucional,
garantizando una actividad basal de la via del acido araquidonico (y de ahi la sintesis de
TXA2 y prostaciclina en la cantidad necesaria para mantener la funcion plaquetaria y la
hemostasis), la expresién de la COX-2 es inducible por la mayor parte de las sefales
proinflamatorias. Aunque son muy similares en cuanto estructura, las dos isoformas estan
distribuidas de forma diferente en el organismo, y con suficiente desigualdad para permitir

el desarrollo de inhibidores especificos de la COX-2, que practicamente no interfieren con
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la COX-1, la isoforma que se considera encargada de la sintesis de las prostaglandinas

gue protegen la mucosa géstrica y aseguran la funcion plaquetaria (1).

3.1.- MECANISMO DE ACCION:

Los inhibidores selectivos de la COX-2 producen menos efectos secundarios
graves como Ulceras gastrointestinales, hemorragias y dafio renal, que los que se
asocian al uso cronico de AINE tradicionales, por ejemplo ibuprofeno, naproxeno y
diclofenaco. Estos ultimos, no son selectivos respecto a las formas de la COX y a largo
plazo producen JUdlceras (a menudo con hemorragias y perforaciones) en
aproximadamente el 25 % de los usuarios cronicos, mientras que el meloxicam y la
nimesulida tienen cierta especificidad para la COX-2 (2) y en este aspecto podrian ser
mejores porque aprovecharian mas la diferente distribucion tisular de las enzimas
ciclooxigenasas. Una reciente comparacion entre mas de 40 AINES, ha demostrado que
la selectividad por la COX-2 en sangre humana o en cultivos de células humanas, guarda
relacion inversa con el riesgo de complicaciones gastrointestinales graves (3).
Considerado junto al hecho de que los AINES convencionales se encuentran entre los
farmacos que mas se prescriben en el mundo, a pesar de su confirmada relacion con las
lesiones gastrointestinales, es evidente que el desarrollo de verdaderos inhibidores de la
COX-2, con buenas propiedades farmacologicas, es un objetivo muy importante para la

terapéutica clinica.

SC-236 era un inhibidor potente y selectivo de la COX-2, pero con una vida
inaceptablemente larga. A partir de este compuesto inicial, remplazando un sustituyente
de cloro con metilo, Searle cre6 el celecoxib, que se iba a convertir en el primer farmaco

inhibidor de la COX-2 de que se dispuso ampliamente (4).

3.1.1.- FARMACOLOGIA GENERAL Y COMPARADA

La determinacion de los datos de inhibicién in vitro para las ciclooxigenasas
dependen mucho de la fuente de enzimas humanas (preparadas de sangre o expresadas
en células CHO transfectadas), de las condiciones experimentales y de los sistemas de
ensayo que se adopten. Esto estd ilustrado por el hecho de que los investigadores de
Searle registran valores de CL50 con celecoxib de 28-42 mM para la COX-2 frente a 10-
15mM para la COX-1 (4), mientras que en el grupo de Merk , que ha desarrollado y
caracterizado el segundo inhibidor de la COX-2 en el mercado, el rofecoxib, ha

comunicado incluso con mayor consistencia, valores de CL50 de 1mM para la COX-2,
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frente a 6,3 mM para la COX-2 con celecoxib. Aun asi es evidente que el celecoxib es un
potente inhibidor de las ciclooxigenasas humanas con clara preferencia por la COX-2
sobre la COX-1. Mientras el celecoxib presenta una débil inhibicion competitiva de la
COX-1, su efecto sobre la COX-2 es bimodal, con una débil inhibicion competitiva “tipo
ibuprofeno”, desplazada por una fuerte inactivacién dependiente del tiempo, parecida a la

observada por la indometacina.

Se considera que la selectividad por la COX-2 es una de las principales razones
del bajo riesgo de dafios gastrointestinales que presenta el tratamiento con celecoxib. En
ratas el celecoxib no causo lesiones necroticas en la mucosa gastrointestinal sana,
aunque si agravo lesiones previas causadas por indometacina, acido acético o
cisteamina. El celecoxib es eficaz en numerosos modelos animales estandar de
inflamacion y dolor. Posee una fuerte actividad antiinflamatoria y de la inhibicion de la
sintesis de la PGE2 en el modelo de inflamacién de la pata de rata inducido por
carragenina y reduce la inflamacién cronica en el modelo de artritis adyuvante en la rata.

Estos valores son parecidos a los encontrados con los AINES convencionales (4).

Las ciclooxigenasas intervienen en la curacion de heridas en diversos tejidos de
todo el organismo. En un modelo de lesién cutanea cronica en rata, el celecoxib no tuvo
efecto en los niveles de PGE2 del fluido de la herida ni en la curacion, mientras que el
naproxeno administrado a la misma dosis, redujo considerablemente el depdésito de

coladgeno, que interfiere el proceso de curacion (5).

Sin embargo, no todos los estudios con animales sobre la seguridad
farmacologica han resultado favorables. Un informe reciente comunica que el celecoxib
influye significativamente en la funcion vascular y renal en las ratas, con elevacién de la
presion arterial y adherencia leucocitaria, asi como ganancia de peso, posiblememte

como consecuencia de de la insuficiente excrecion de sodio (6).

Un ampio estudio en ratas comparando los efectos secundarios gastrointestinales
del celecoxib y el rofecoxib con los de la indometacina ha demostrado que mientras los
inhibidores selectivos de la COX-2 no producian lesiones en la mucosa gastrointestinal
intacta, si empeoraban las Ulceras ya existentes inducidas por sustancias quimicas (en

particular las inducidas por la indometacina) o por estrés (7).
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Por dltimo, la COX-2 podria ser casi tan importante como la COX-1 para
garantizar la permeabilidad del conducto arterioso que provee de sangre al feto por el
cordon umbilical. En fetos de cordero, el celecoxib incrementé la resistencia al flujo de la
sagre en el conducto (aunque no con la misma intensidad que la indometacina) y

disminuyd la concentracion de PGE2 plasmética fetal (8).

Si bien la utilidad de la reduccion de la prostaglandina por inhibicién de la COX-2
para el tratamiento del dolor inflamatorio se conoce desde hace tiempo, es mucho menos
conocido que el mismo mecanismo abre un camino hacia la quimioprevencion del
cancer.La COX-2 es inducible por los oncogenes ras y scr, la interleucina-1, la hipoxia, el
benzopireno, la luz ultravioleta, el factor de crecimiento epidérmico, el factor
transformador de crecimiento beta y el factor de necrosis tumoral alfa. Muchos tumores,
sobre todo los de colon, prostata, vejiga, eséfago, estbmago y piel, presentan un exceso
de COX-2 en relacion con su tejido progenitor (9). El hecho de que las prostaglandinas,
sintetizadas preferentemente por la accion de la COX-2, sean necesarias para la
angiogénesis, podria ser solo parte de la explicacion. Hay pruebas evidentes de que tanto
los AINES selectivos como los no selectivos, inhiben la angiogénesis por efectos directos
en las células endoteliales, y que sélo alguno de estos mecanismos dependen
directamente de las prostaglandinas (10). El celecoxib, pero no el AINE piroxicam, que
prefiere la COX-1, induce apoptosis en las células humanas de lineas celulares de
carcinoma de prostata cultivadas por bloqueo de la fosforilacion de la cinasa
antiapoptotica clave, Akt, lo que implica una accién preventiva en una fase temprana de

la carcinogénesis. No hay una explicacion molecular clara para este mecanismo (11).

La actividad quimiopreventiva se ha convertido, por lo tanto, en un nuevo enfoque
para el desarrollo del celecoxib, aparte del tratamiento del dolor. El farmaco ha
demostrado ser efectivo frente a los carcinomas de piel inducidos por luz ultravioleta en
ratones y también frente a los carcinomas de colon inducidos por azoximetano, el cancer
de mama inducido por dimetilbenzantraceno y el de vejiga urinaria inducido por N-butil-N-

nitrosamina en ratas (10).

3.1.2.- EFICACIA CLINICA:

1-ARTRITIS REUMATOIDE:

Un amplio estudio multicéntrico, pero de corta duracion, realizado en casi 100

centros de America del Norte, con mas de 1000 pacientes con artritis reumatoide,
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comparé los efectos antiinflamatorios y gastricos del celecoxib y el naproxeno a lo largo
de 3 meses.Todas las dosis de celecoxib (100 - 400 mg) redujeron significativamente los
signos y sintomas de artritis en las dos primeras semanas, y a las 2, 6 y 12 semanas la
dosis de 200 y 400 mg de celecoxib, fueron mejor que el placebo respecto a la capacidad
para desarrollar la actividades de la vida diaria. En el Health Assessment Questionnaire,
los porcentajes de reduccion para 20 items en las categorias 2 (ejecucion con mucha
dificultad) y 3 (incapacidad de ejecucion) en la semana 12 fueron 10,9%, 23,8% y 19,9%
para la dosis de 100, 200 y 400 mg de celecoxib, respectivamente. Con todas las dosis,
la incidencia de ulceras gastroduodenales demostrables por endoscopia no fue
estadisticamente diferente a la de placebo, mientras que en los pacientes tratados con en
regimen unico de naproxeno (500 mg) la incidencia fue significativamente mayor (p <

0.001) que con placebo y con cualquier dosis de celecoxib (12, 13).

Un analisis conjunto del ACR, con tasas de respuesta del 20%, 50% y 70% en
estudios controlados con placebo y AINE, sugieren que el celecoxib, ademas de tener un
perfil alto de seguridad y tolerabilidad, ofrece unas tasas de respuesta equivalentes a
naproxeno en dosis de 500 mg y marcadamente superiores a placebo, teniendo por ello
el potencial de ofrecer mejoras sintométicas inmediatas en pacientes con artritis

reumatoide (14).

2-ARTROSIS:

Se efectud un estudio en fase Ill de 12 semanas que comparé tres dosis de
celecoxib con una dosis estandar de naproxeno en 1003 pacientes con artrosis de rodilla.
Todas las dosis de celecoxib fueron eficaces en comparacion con el placebo, aunque el
régimen de 50 mg fue el que tuvo menos efecto. La dosis de 100 mg y 200 mg mostraron
la misma eficacia (15). Al final del periodo de tratamiento, los pacientes de los cuatro
grupos tenian un estado funcional significativamente mejor que los que recibieron
placebo, segun el indice de Artrosis de las Universidades de Western Ontario y
McMaster. Los pacientes tratados con 100 mg de celecoxib dos veces al dia mejoraron
significativamente en cuanto a dolor, mas que los tratados con placebo y naproxeno. De
nuevo, el perfil de efectos secundarios gastrointestinales de la dosis eficaces de
celecoxib no fue estadisticamente diferente a la del placebo. En un estudio de artrosis de
cadera, practicamente idéntico en cuanto a tamafo y disefio, se obtuvieron resultados

muy parecidos (16).
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Un andlisis general de tres estudios comparativos aleatorizados, multicentricos y
doble ciego entre celecoxib y naproxeno en pacientes de edad avanzazada con artrosis
de rodilla, cadera o ambas, con inflamacion, demostro la significativa eficacia de ambos
tratamientos, si bien el celecoxib tuvo una tolerancia como el placebo, lo cual lo diferencia
del AINE de referencia (17).

En el estudio SUCCESS-1 sobre 13.274 pacientes con artrosis, se comparé
200mg y 400 mg/dia de celecoxib con 100 mg/dia de naproxeno (pacientes de EE.UU y
Canadd) y 100 mg al dia de diclofenaco (pacientes de otros paises). La eficacia de la
dosis de celecoxib fue similar a los de los AINE referidos en casi todos los paises, pero
se observaron diferencias notables en la incidencia de trastornos gastrointestinales,
siendo mucho menor la incidencia en los grupos de celecoxib que en los de AINE. El
celecoxib también mostré una toxicidad hepatica menor que el diclofenaco, e incluso se
asocio a una baja incidencia de toxicidad cardiovascular y renal, similar a la causada por
los AINE convencionales. Datos de otros estudios confirman que el celecoxib tiene
efectos similares a AINE duales inhibidores de la COX en la presion sanguinea sistolica y
diastolita (18).

3-ODONTALGIA Y DOLOR POSTOPERATORIO:

La odontalgia es diferente del dolor de las articulaciones, pero puede tener un
componente inflamatorio que responda a los AINE; sobre todo después de una extraccion
un estudio de dolor postoperatorio con 272 pacientes después de la estracciéon del tercer
molar, el rofecoxib fue claramente superior al celecoxib ( y practicamente igual que el
ibuprofeno) en cuanto al tiempo de inicio del efecto y duracién calmante, y ligeramente

superior respecto al alivio del dolor maximo durante 8 horas (19).

La eficacia y tolerabilidad del celecoxib en el tratamiento del dolor agudo
postoperatorio se determiné en otros dos estudios multicéntricos aleatorizados,
comparativos y aleatorizados con placebos, con un total de 418 pacientes sometidos a
Cirugia ortopédica ambulatoria, que recibieron 200 mg de celecoxib, 10 mg de
hidrocodona/1000 mg de paracetamol o placebo dentro de las 23 horas siguientes al final
de la anestesia. Los dos tratamientos activos fueron favorables en comparacion con el
placebo en cuanto a las diferencias en la intensidad del dolor, con una ventaja
significativa para el celecoxib a las 7-8 horas de la dosis. Por otra parte mas pacientes del

grupo de hidrocodona/paracetamol necesitaron medicacion de rescate, mientras que los
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pacientes que recibieron celecoxib necesitaron menos dosis de la medicacion de estudio
en los dias 3 a 5 (209).

Un estudio reciente prospectivo, a doble ciego y controlado con placebo compar6
celecoxib a dosis de 200 mg y 400 mg como medicacion preoperatorio en pacientes que
iban a ser intervenidos de nariz, garganta u oidos.Un total de 93 pacientes se asignaron a
los tres grupos de estudio: control (placebo; n = 30), celecoxib 200mg (n = 30) y celecoxib
400mg (n = 33). Los pacientes recibieron el medicamento 30-45 minutos antes de la
cirugia y durante el periodo postoperatorio se tuvieron en cuenta: escala de dolor, tiempo
y calidad de recuperacion, necesidad de medicacion de rescate y efectos secundarios. El
celecoxib a dosis de 400 mg fue significativamente mas efectivo que el celecoxib a dosis
de 200 mg (y que el placebo) en la reducion del dolor postoperatorio.Tanto el celecoxib a
dosis de 200 como de 400 fueron mas eficaces en cuanto a la disminucion de los
requerimientos de medicacion de rescate postoperatoria (fentanilo; 74 + / - 67 microgr y
56 + / - 62 microgr versus 120 + / - 86 microgr respectivamente). La dosis mas alta de
celecoxib redujo significativamente el dolor severo al alta, asi como la dosis media de
analgesicos por via oral necesarios. Sin embargo no se encontraron diferencias
significativas entre los tres grupos en cuanto al tiempo de recuparacion y las otras

variables secundarias (21).

4-OTRAS INDICACIONES:

Se comparo el efecto de un tratamiento de 14 dias con 200 mg de celecoxib y 500
mg de naproxeno en 202 pacientes con dolor agudo de espalda. La eficacia de ambos
tratamientos fue similar, con descensos medios en la puntuacién analdgica visual de 47,9
para celecoxib y 42,3 para naproxeno. Sin embargo, los pacientes que sufrieron dolores
epigéstricos fueron menos en el grupo de celecoxib, lo cual sugiere una mejor tolerancia
del farmaco selectivo de la COX-2. En estudios posteriores, la dosis de 400 mg/dia de
celecoxib mostré una eficacia similar a la de la dosis maxima recomendada de ibuprofeno

y naproxeno en pacientes con esguince de tobillo (22).

Se ha publicado el caso de una mujer con aparicion repentina de periodos cortos
hemicranea paroxistica crénica, que respondié con éxito al celecoxib después de
presentar sintomas gastricos (ardor de estbmago, nauseas, perdida de apetito) durante el
tratamiento con indometacina. El dolor de cabeza remitio a los tres dias de comenzar el
tatamiento con 200 mg de celecoxib, y durante los tres meses de tratamiento no se

produjo ninguna recurrencia del dolor.
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Como se ha comentado antes, la actividad quimiopreventiva se ha convertido en
un nuevo enfoque para el desarrollo del celecoxib. Con respecto a este tema se han

realizado varias publicaciones.

Un estudio reciente ha investigado la actividad quimiopreventiva de un tratamiento
de 6 meses con 400 mg de celecoxib en 77 pacientes con poliposis adenomatosa
familiar, una afeccién hereditaria precancerosa con un riesgo de casi el 100 % de derivar
en cancer colorectal. El grupo de celecoxib obtuvo una reduccion del 28 % en el numero
medio de polipos colorectales (p = 0,003 para la comparacion con placebo) y del 30,7 %
en la masa de pdélipos (la suma de los diametros de los polipos) (p = 0,001) comparado

con una reduccion del 4,5 % y 4,9 % respectivamente en el grupo del placebo (24).

En cuanto a los efectos sobre otro tipo de canceres, se ha realizado un estudio en
fase Il en el que se incluian. 29 pacientes con cancer de pulmon (no de células
pequefias) en estadio IA a IlIA, que fueron tratados en el preoperatorio con dos ciclos de
paclitaxel y carboplatino, mas dosis diarias de celecoxib seguidos de reseccion
quirdrgica.Se compararon los niveles de PGE2 en los tumores primarios y en los tejidos
sanos adyacentes de 17 pacientes con 13 controles que recibieron preoperatoriamente la
quimioterapia previamente descrita sin celecoxib. Todos los pacientes completaron la
quimioterapia preoperatoria y 26 completaron el tratamiento preoperatorio con celecoxib.
La tasa clinica de respuesta fue del 65 % (48 % respuesta parcial y 17 % respuesta
completa). En 28 pacientes se realiz6 reseccion quirargica tumoral. No hubo respuestas
patologicas completas, pero en 7 de ellos se observd una enfermedad microscopica
minima residual. Y aunque seran necesarios mas estudios para confirmar estos
resultados, los datos hasta ahora obtenidos sugieren que el celecoxib podria aumentar la
respuesta preoperatoria del paclitaxel y carboplatino en este tipo de tumores. Ademas
dosis de 400mg dos veces al dia seria sufiente para normalizar el aumento de los niveles

de PGEZ2 detectados en estos pacientes después del tratamiento quimioterapico (25).

La combinacion de celecoxib y zyflo (inhibidor de la 5-lipooxigenasa) podria ser un
nuevo concepto para disminuir el crecimiento tumoral en las metastasis hepaticas en
pacientes con cancer de pancreas avanzado. Un grupo aleman ha realizado un estudio
en un modelo animal con hamsters en el que se evalla el impacto del celecoxib y zyflo
sobre las metastasis hepéticas de adenocarcinoma de pancreas. Se evaluaron la

actividad de las enzimas antioxidativas y las concentraciones de los productos de
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perooxidacion, tanto en las metéstasis hepéticas como en los tejidos hepéticos no

metastasicos.

La incidiencia (54,5 vs 100 %), namero (3,17 +/ - 0,98 vs 6,75 + / - 0,71) y el
tamafio (2,67 +/- 1,97 vs 11,75 + /- 1,98 mm2) de las metéstasis se redujeron con esta
terapia combinada. Ademas la actividad de la GSHPX y SOD (enzimas antioxidativas) se
incrementaron, mientras que la perooxidacion lipidica disminuyo con la terapia combinada

en los tejidos hepaticos no metastéticos (26).

La radiaccion induce la sobreproduccion de citoquinas y el aumento de PGE2
tanto local como sistémicamente. Un grupo de Philadelphia ha estudiado el efecto del
celecoxib después de una dosis de radiaccion de 50 Gy sobre ratones que previamente
se les habia inoculado intramuscularmente células tumorales mamarias Mca-35 y se
habia esperado hasta que el tumor alcanzara un diametro de 8-9 mm. El celecoxib se
administré 2 horas antes, 2 dias después y 7 dias después de una dosis de radiaccion.
Los animales tratados con celecoxib tenian menos inflamacion en la dermis en
comparacion con los controles tratados con suero salino. En un 23,8 % de los ratones
tratados con 50 Gy ocurria una dermatitis severa, pero sélo en un 17,6 %, 5,3 % y 11,1 %
de los grupos de los ratones de dos horas antes, dos dias después y 7 dias después
respectivamente tuvieron dermatitis severa en el dia 20. El celecoxib también disminuy6
significativante la expresion de receptores de mRNA en los tejidos cutaneos irradiados
pero no en los tejidos tumorales. Ademas el celecoxib también disminuye la infiltracién de
monocitos y neutréfilos en los tumores localmente irradiados y los tejidos adyacentes

normales (27).

Un estudio muy reciente valoré también la eficacia del tratamiento durante seis
semanas con celecoxib (100 mg) o ketoprofeno (100 mg) en 246 pacientes con
espondilitis anquilosante. El dolor y el deterioro funcional se redujeron significativamente
con ambos tratamientos en comparacion con el placebo, con una tendencia a favor del
celecoxib al comparar las dos formas de tratamiento activo. La incidencia del dolor

epigastrico fue similar en los tres grupos (28).

3.2.- SEGURIDAD:

Los estudios iniciales en humanos demostraron que la biosintesis de TxA2
dependiente de la COX-1 en las plaquetas y la agregacion plaquetaria no se inhiben por

dosis en bolo de celecoxib de hasta 800mg, y que éste y el ibuprofeno alcanzan valores
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comparables de inhibicion de la COX-2 después de una sola dosis de 800 mg de cada
farmaco (29). Esto se corroboré en un estudio a doble ciego comparando una dosis
supraterapeutica de celecoxib (600 mg) con una dosis estandar de naproxeno (500 mg)
(30). Al contrario que el naproxeno, el celecoxib no produjo reducciones estadisticamente
significativas en la agregacion plaquetaria ni en la cantidad de TxB2 en suero, ni
aumentos en el tiempo de sangrado. Dos estudios adicionales de fase Il de determinacion
de la dosis en la artritis reumatoide y la artrosis, que duraron cuatro y dos semanas,
respectivamente, indicaron una eficacia comparable a la de los AINE estandar, sin

problemas de tolerancia ni seguridad.

En un estudio posterior, doble ciego y multicentrico sobre 537 pacientes con
artrosis o artritis reumatoide, tras 12 semanas de tratamiento con 200 mg de celecoxib o
500 mg de naproxeno, las tasas de ulcera fueron del 9 % y del 41 % respectivamente. En
el grupo del celecoxib las Ulceras gastroduodenales se asociaron mayoritariamente a
infecciones causadas por Helicobacter pylori, el uso concurrente de aspirina e historial de

Ulceras (31).

La cuestion mas importante con el uso de los AINE es el riesgo de Ulceras
gastrointestinales, incluyendo hemorragia, perforacion y obstruccion del vaciado géstrico.
Este riesgo es mucho menor con celecoxib que con los AINE clasicos. El primer estudio
en artritis reumatoide compar6é 200 mg de celecoxib con 75 mg de una formulacion de
liberacion sostenida de diclofenaco durante seis meses, con endoscopia en 430 de los
655 pacientes inicialmente incluidos; las primeras investigaciones clinicas habian
indicado que esta técnica podia detectar lesiones ulcerosas inducidas por AINE después
de una semana de tratamiento. Aunque ambos farmacos fueron iguales en cuanto a la
reduccién de los signos y sintomas de la artritis, las Ulceras gastroduodenales fueron
cuatro veces mas comunes en los pacientes tratados con diclofenaco que en los que
recibieron celecoxib. Ademas la tasa de abandonos del estudio por episodios
gastrointestinales fue casi tres veces superior en el grupo del diclofenaco de liberacion
sostenida (32).

Recientemente, un grupo de Shanghai ha publicado un estudio realizado en ratas
en el que tras inducir dafio gastrico con etanol al 100 %, se administraba separadamente
celecoxib e indometacina. Se midieron las concentraciones de 6-keto-PGFlalfay TXB2, y
se valoraron los cambios morfologicos de la mucosa gastrica por microscopio de luz
polarizada y electronico. La indometacina produjo un dafio en la mucosa géastrica muy

importante (13,38 +/- 2,06) y reducciones significativas de los niveles de 6-keto-PGF1lalfa.



Tesis Doctoral 58

Celecoxib no produjo lesiones en la mucosa géstrica sana pero las lesiones gastricas que
previamente se habian inducido con el etanol tras la administracion de celecoxib

empeoraron (33).

La aparicién de esofagitis es excepcional aunque se ha publicado el caso de un
hombre de 87 afios que tras tomar celecoxib durante 5 meses por neuralgia del trigémino,
comenzo6 con disfagia y odinofagia. Se realizd6 una endoscopia donde se observé una
esofagitis descamativa severa. Se suspendid celecoxib y se inicié tratamiento con
omeprazol. Tres meses después se realizo un control endoscopico donde se pudo

observar la total cicatrizacion de la mucosa esofagica (34).

La artritis, al igual que la hipertensién, es una afeccién comun entre los ancianos.
Esto hace que la comorbilidad sea bastante habitual en la poblacion general, y como tal,
el tratamiento de la artritis no debe interferir con el control farmacolégico de la presion
arterial. Esto fue valorado en 810 pacientes hipertensos que recibieron tratamiento con
celecoxib o rofecoxib ademéas de tratamiento contra la hipertension. Durante las seis
semanas de tratamiento, la presion arterial aumento significativamente en mas pacientes
del grupo de rofecoxib que del celecoxib. Los cambios medios de la presion arterial
sistolica a las seis semanas eran de + 2,6 mmHg para rofecoxib y — 0,5 mmHg para
celecoxib, una diferencia estadisticamente significativa (35). Sin embargo en un estudio
recientemente publicado, donde se comparaban las cifras de tension arterial
ambulatoriamente en dos grupos de pacientes tratados con celecoxib y AINES

tradicionales, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (36).

En un 5-10 % de los pacientes con asma, la aspirina y la mayoria de los AINE
clasicos inducen ataques agudos. El celecoxib parece ser bastante seguro en este tipo de
pacientes y asi lo demuestra un estudio publicado en el que se estudiaron 33 pacientes,
los cuales padecian asma inducida al menos por dos tipos diferentes de AINE. A todos
ellos se les administré dosis de celecoxib en tres dias diferentes, hasta alcanzar dosis

terapéuticas de 200 mg con buena tolerancia (37, 38).

La tolerancia de celecoxib es similar a la de placebo; sin embargo, se han
realizado algunas publicaciones que describen los efectos seundarios cutaneos mas
frecuentes (39). En un estudio retrospectivo con seis pacientes, el comienzo de la
reaccion cutanea fue de 10,2 dias en aquellos que tomaban la medicacién por primera
vez y de 48 horas en un paciente que la tomaba por segunda vez. Los efectos

secundarios cutaneos no fueron muy severos, con una erupcion maculo papulosa y
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edema en la cara. Dos pacientes tuvieron fiebre y otros tuvieron afectacion de la mucosa
bucal. Uno de ellos present6 lesiones ampollosas minimas. En pacientes con historia de
alergia a sulfamidas, se contraindica el uso de celecoxib. Sin embargo, el celecoxib no
tiene la amina aromatica de las sulfamidas y no esta demostrado que haya una reaccion
cruzada entre estas dos familias. Esta amina se suele asociar con reacciones
medicamentosas severas, lo que podria explicar que los casos severos asociados a

celecoxib sean muy raros (40).

3.3.- CONCLUSIONES:

El celecoxib fue el primer farmaco antirreumatico no esteroideo con especificidad
por la COX-2 disponible en el mercado. Todos los datos preclinicos y clinicos indican que
es el primer representante de una clase nueva de AINE, que se asocia con una menor
incidencia de Ulceras clinicamente sintomaticas y otras complicaciones gastrointestinales
en comparacion con los inhibidores de la ciclooxigenasa no selectivos convencionales, a
la vez que mantiene sus propiedades analgésicas y antiinflamatorias. Sin embargo, por
las caracteristicas inherentes a la naturaleza, distribucion y funcién del sistema COX-
1/COX-2 en el organismo humano, los inhibidores selectivos de la COX-2, que no
interfieren con la COX-1, no escapan por completo del perfil de los efectos secundarios
de los AINE; lo cual significa que estos farmacos tambien pueden, aunque en menor
grado, precipitar episodios gastrointestinales que pongan la vida en peligro, asi como

producir deterioro renal. No se debe utilizar durante el embarazo.
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l.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1.- HIPOTESIS

El tratamiento con Celecoxib® en un modelo experimental de sindrome de la
respuesta inflamatoria sistémica, con traslocacién bacteriana y fallo multiorgénico,
inducida por Zymosan A, regulara la respuesta inflamatoria disminuyendo la misma y el

fallo multiorganico consecuente.

2.- OBJETIVOS

1. Objetivar la respuesta inflamatoria, la traslocaciébn bacteriana y el fallo
multiorgéanico en el modelo experimental planteado.

2. Valorar las alteraciones en los mediadores bioquimicos de la respuesta
inflamatoria.

3. Estudiar la interaccion leucocito-endotelio y sus consecuencias.

4. Estudiar el grado de lesion renal.

5. Demostrar la efectividad del tratamiento propuesto.
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lll.- MATERIALES Y METODOS
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1.- MATERIALES

1.1.- Generalidades

1.1.1.- Instalaciones

Servicio de Experimentacion Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca, que
cumple la legislacion vigente para la cria, mantenimiento y control de los animales de

experimentacion.

Laboratorios de Cirugia, Facultad de Medicina, Universidad de Salamanca,
dotados de toda la infraestructura necesaria para la realizacion del modelo experimental y

todos los estudios excepto los resefiados en los apartados siguientes.

Laboratorios de Bioquimica del Hospital Universitario de Salamanca, donde se

realizaron las determinaciones de funcion renal.
Laboratorios de Microbiologia del Hospital Universitario de Salamanca, donde se

realizaron los cultivos microbiologicos y su valoracion cuali-cuantitativa para el estudio de

la translocacion bacteriana.

1.1.2.- Animal de experimentacién

Ratas machos cepa Wistar de un peso comprendido entre 250-275 g.,

suministradas por el SEA.
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2.- METODOS

2.1.- Generalidades

El planteamiento del trabajo se realiz6 siguiendo un estudio ciego, es decir, tanto
en el momento de la administracion de los diferentes farmacos, como en la determinacién
y valoracién estadistica de los resultados, el personal que realizo dichas tareas no sabia
qué producto estaba administrando, a qué grupo pertenecia la muestra que se

encontraba estudiando, o la identidad de los grupos que analizaba estadisticamente.

Se realizaron busquedas bibliograficas en diferentes Bases de Datos (MEDLINE®,
MLA Bibliography®, PsycLIT Journal Articles®, CC Search (R) All 7 CC Editions®, U.S.
National Library of Medicine®) en el periodo comprendido entre 2000 y 2008, utilizando

algunas referencias mas antiguas.

Tanto el material como los métodos experimentales empleados con animales de
laboratorio que se detallan a continuacién, se han regido siguiendo las recomendaciones

recogidas en las siguientes disposiciones legales:

a) Directiva del Consejo de Europa 86/609/CEE relativa a la proteccion de los
animales de laboratorio utilizados para la experimentacion y otros fines cientificos. Diario
Oficial de las Comunidades Europeas, N° L 358/1-358/6 del 18 de Diciembre de 1986.

b) Real Decreto 223/1988 del 14 de Marzo, sobre proteccibn de animales
utilizados para experimentacién y otros fines cientificos. BOE n°® 67, pp 8509-8512 del 18
de Marzo de 1988.

c¢) Disposicidn general n® 25805. Instrumento de ratificacion del Convenio Europeo
sobre proteccion de los animales vertebrados utilizados con fines experimentales y otros
fines cientificos, hecho en Estrasburgo el 18 de Marzo de 1986. BOE 256 pp 31349-
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31362, del 25 de Octubre de 1990. Esta ratificacion entré en vigor en Espafia el 1 de
Enero de 1991.

2.1.1.- Estudios preliminares

Nuestro primer objetivo era desarrollar un modelo experimental de fallo
multiorganico inducido por respuesta inflamatoria y translocacion bacteriana. Teniendo en
cuenta la experiencia de nuestro grupo de trabajo en modelos de TB inducida por
Zymosan A (Zy)("3 120:123.239.288) '1,scamos una dosis de Zy que provocara una mortalidad

entre el 80 y 90%. La dosis de Zy en este modelo se establecié en 600 mg/kg.

En segundo lugar debiamos valorar la dosis adecuada del tratamiento a emplear y
teniendo en cuenta la experiencia previa de nuestro grupo de investigacion y las
recomendaciones de los laboratorios decidimos utilizar el doble de la dosis clinica

terapéutica de dicho farmaco: Celecoxib® 800 mg/kg.

Finalmente debiamos plantear el momento mas apropiado de administracion del
tratamiento, para ello, teniendo en cuenta la evolucién de la respuesta inflamatoria en
modelos de TB inducida por Zzy®" % 2% administramos a los animales de
experimentacion 600 mg/kg de Zy y el farmaco a diferentes tiempos; después de valorar
la supervivencia de los animales estudiados, se decidid aplicar el tratamiento a los

siguientes tiempos: Celecoxib® 6 horas antes de la administracion del Zy.

2.1.2.- Disefio experimental

* Animales de experimentacion:

Se han utilizado 50 ratas machos de la cepa Wistar de un peso comprendido entre
250-275 gr. (20 animales para los estudios previos y 30 para el desarrollo del proyecto)

que se distribuyeron en los diferentes grupos experimentales:

Grupo 1 BASAL.- Se anestesiaron los animales con cloruro de ketamina +

diazepam + atropina intraperitoneal y se realizé una laparotomia media procediéndose a
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la toma de muestras de ciego, intestino delgado, ganglios mesentéricos, riidén y sangre
(N=5).

Grupo 2 SIMULADO.- Se inyectaron intraperitonealmente 2 ml de aceite mineral
(vehiculo del Zymosan A) y a las 12 horas se anestesiaron con cloruro de ketamina +
diazepam + atropina intraperitoneal y se realizé una laparotomia media procediéndose a

la toma de muestras de ganglios mesentéricos, rifién y sangre (N=5).

Grupo 3 CONTROL.- Se inyectaron intraperitonealmente 0,6 g/Kg de Zymosan A
suspendido en 2 ml de aceite mineral y a las 12 horas (momento de maxima respuesta
inflamatoria, segun estudios previos) y a las 24 horas (situacion de fallo multiorganico
establecida, segun estudios previos) se anestesiaron con cloruro de ketamina +
diazepam + atropina intraperitoneal y se realizé una laparotomia media procediéndose a

la toma de muestras de ganglios mesentéricos, riidn y sangre (N=5 por tiempo).

Grupo 4 CELECOXIB®.- Se administré oralmente (a través de sonda) el inhibidor
de la COX2 (800 mg/kg) y a las 6 horas se inyectaron intraperitonealmente 0,6 g/Kg de
Zymosan A suspendido en 2 ml de aceite mineral y a las 12 y 24 horas se anestesiaron
con cloruro de ketamina + diazepam + atropina intraperitoneal y se realizé una
laparotomia media procediéndose a la toma de muestras de ganglios mesentéricos, rifién

y sangre (N=5 por tiempo).

Diez horas antes del estudio las ratas fueron sometidas a dieta absoluta,

manteniéndolas solamente con agua ad libitum.

2.1.3.- Técnica quirdrgica

La técnica quirargica se realizé en condiciones de asepsia. Una vez anestesiado
utilizando cloruro de ketamina (75mg/kg) + diacepam (50 mg/kg) + atropina (20 mg/kg) y
rasurado el animal, se procedi6 a la preparacion del campo quirdrgico mediante la
aplicacion de una solucion de povidona yodada (Betadine®, Asta Médica) y a su

colocacion y fijacién sobre pafos estériles.

Se realiz6 una laparotomia xifo-pubiana y se procedié a la extraccion de las

muestras siguiendo un orden determinado: ganglios mesentéricos, sangre, mediante
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puncién de la aorta abdominal, y rifiones. Ganglios mesentéricos y parte de un rifion se
recogieron en frascos estériles de boca ancha asi como 1 cc de sangre que se recogio en
tubos de sistema isolator de hemocultivos (AISBAT) después de haber desinfectado el
capuchon de goma con alcohol, enviando, de forma inmediata, estas muestras al Servicio
de Microbiologia. El resto de las muestras (sangre y rifion) fueron procesadas para
realizar los estudios de las variables posteriormente descritas. Terminada esta fase el

animal fue sacrificado.

2.1.4.- Variables a Estudiar

a) Supervivencia.

b) Translocacion bacteriana.

¢) Estudio microbiologico de la TB.

d) Pruebas de Funcién Renal.

e) Infiltracion Neutrofilica por la Mieloperoxidasa.

f) Radicales Libres del Oxigeno: las enzimas detoxificantes Superdxido dismutasa,
Catalasa y Glutation peroxidasa y el radical libre Anién superoxido.

g) Citocinas: Factor de necrosis tumoral a, Interleucina 13, Interleucina 6, Interleucina 10
e Interferén-y.

h) Determinacion de la produccion de oOxido nitrico: nitritos-nitratos y actividad de la
sintasa inducible del 6xido nitrico.

i) Estudios de Western blot de moléculas de adhesion celular: ICAM-1, VCAM-1,
PECAM-1 y P-selectina.

j) Estudios de la activacion del factor transcripcional kB.
a) Supervivencia:

Una vez realizado el disefio experimental segun el estudio planteado, las ratas
(N=5 por grupo, animales de los estudios preliminares) fueron estabuladas durante 7 dias
manteniendo observacion diaria.
b) Estudio de la traslocacién bacteriana:

El Servicio de Microbiologia realiz6 siembras para bacterias aerobias y

anaerobias, tanto grampositivas como gramnegativas. Después se practicaron las

oportunas identificaciones especificas.
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Se obtuvieron muestras de sangre en un sistema de lisis-centrifugacion (DuPont
isolator) y ganglios linfaticos mesentéricos, y rifion fueron fragmentados con un
homogeinizador de tejidos, inoculando porciones iguales de las muestras en los medios

de cultivo.

Se usaron los siguientes medios de cultivo: agar Columbia sangre; agar
Chocolate enriquecido con Isovitalex; agar Enterococcus enriquecido con 10% de sales
biliares; agar Manitol sal; agar MacConkey Campylosel cefoperazona, vancomicina y
anfotericina; medio HPA; agar sangre Wilkins-Chalgren con vancomicina y acido
nalidixico; agar clara de huevo y agar Sabourand cloramfenicol gentamicina. Las placas
de agar aerobico fueron incubadas durante 24-48 horas a 37°C y las placas de agar
anaerobico durante 72 horas a 37°C en recipientes anaerdbicos bajo las condiciones
producidas por el sistema anaerébico GasPak Plus (BBL Microbiology Systems, Becton-
Dickinson and Co. Cockeyville, MD, USA).

Identificacion de bacterias: Las bacterias fueron identificadas mediante técnicas
estandar con aerobios y Gram-positivos facultativos y las bacterias Gram-negativas y
anaerobias fueron identificadas primariamente por el API Staph (Staphylococcus spp,
Minococcus spp), APl 20 STREP (Streptococcus, Enteroccoccus spp), APl CORYNE
(Gram-positive bacilli), APl 32 GN (Enterobacteriae, nonfermentetive Gram-negative
bacilli), APl 20 A, RAPID ID 32 A (anaerobios) y APl 20 C AUX (yeast) (bioMerieux,

France).

Los cultivos fueron hechos en ganglios linfaticos mesentéricos para valorar la
afectacién local, y en rifidén y sangre para estudiar la agresion sistémica (N=6 por grupo).
En estudios previos se habia establecido la flora bacteriana normal del animal de
experimentaciéon utilizado sometido a una dieta estdndar y a las condiciones de

estabulacion del SEA.

c¢) Pruebas de funcién renal:

Se determinaron como marcadores de la funcién renal las concentraciones de los
iones sodio, potasio y cloro y de urea y creatinina evaluandose también el aclaramiento
de esta ultima. Se obtuvieron muestras sanguineas (N=5 por grupo) para realizar las
determinaciones anteriormente descritas en un analizador automatico Hitachi 747-200

(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN).
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Para la realizacion del aclaramiento de creatinina (N=5 por grupo, animales de los
estudios preliminares), previo corte de la cola de la rata, se tomaban 5 capilares de
sangre y junto con la orina de 24 horas. En el aclaramiento de creatinina (flujo urinario x
(creatinina)qrina / (Creatinina)pasma) para su determinacion en plasma y orina se emple6 un
método colorimétrico basado en la reaccion de Jaffé. La creatinina forma derivados
rojizos en presencia de soluciones picrato-alcalinas, cuya absorbancia tiene un maximo a

una longitud de onda de 510 nm.

Se mezclaron 100 pl de picrato sodico (35 mg/ml), 100 pl de hidréxido sodico (12
mg/ml) y 100 pl de plasma u orina diluida en agua destilada (1:30). Se incubé la mezcla
durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se completé el volumen de la
reaccién con 700 p de H,O destilada, y se midid la absorbancia en un espectrofotometro
a 510 nm. Cuando la muestra era plasma, tras esta primera lectura se afiadié un agente
acido (acido succinico 36 mg/ml, &cido citrico 150 mg/ml y acido clorhidrico 60 ml/l), se
incubd durante 10 minutos y se realizé una segunda lectura. Esta segunda determinacién
se realiza porgue en el plasma hay otros constituyentes que se acomplejan con el picrato;
el complejo creatinina-picrato desaparece a pH acido, mientras que los otros
constituyentes del suero retienen su color derivado del complejo X-picrato. El incremento
de absorbancia es proporcional a la concentracion de creatinina en plasma. La
concentracion de creatinina se obtuvo por extrapolacién en una recta patron obtenida con

estandar de creatinina.

d) Actividad de la enzima mieloperoxidasa:

La presencia de mieloperoxidasa, una enzima especifica de los neutréfilos
utilizada como indice para valorar la acumulacién neutrofilica en el rifién, fue analizada en
el tejido renal (N=5 por grupo) mediante el método de Bradley modificado por Mullane®®®.
Una vez obtenidas las muestras son pesadas entre hielo y congeladas en nitrdgeno
liquido siendo posteriormente almacenadas a -80° C en un congelador (REVCO ULT-
1386-V-O-C) hasta su posterior determinacion. Posteriormente las muestras son
homogeneizadas en una solucién compuesta por un tampoén de fosfato potasico 50 mM
con 0,5% de hexadecyltrimethylammonium bromide (Sigma Chemical) y 0,146% de
EDTA (Sigma Chemical) a un pH de 6,0 y en la proporcién de un gramo de tejido por 10
ml de solucién de homogeneizado. A continuacion son homogeneizadas y sometidas a un
proceso de sonicacion entre hielo 10 veces y cinco segundos cada vez, para de esta

forma romper las células, entre ellas los neutrofilos y dejar la mieloperoxidasa libre en la
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solucion. Este homogeneizado es centrifugado durante 30 minutos a 15.000 g
manteniendo la temperatura en el interior de la centrifuga entre 3 y 4° C. El sobrenadante
fue decantado e incubado durante 2 horas a 50° C para eliminar otro tipo de peroxidasas
y otros compuestos que interfiriesen en la determinacion de la mieloperoxidasa. Se
prepara el tampon para el ensayo compuesto por tampon de fosfato potasico 50 mM con
0,167 mg/ml de O-dianisodine dihydrochloride (Sigma Chemical Co, St. Louis) y 0,005%
de peréxido de hidrégeno (Sigma Chemical, St. Louis) a un pH de 6,0. Contra un blanco
con el tampdn de ensayo se realizaron las curvas estandares con cantidades conocidas
de mieloperoxidasa en un espectrofotometro de doble haz (HITACHI-U-2000) a 460 nm
de longitud de onda (A\) y a 25° C. Se define la unidad (U) de actividad de la

mieloperoxidasa a la cantidad de enzima que degrada 1 pmol de H,O, / minuto a 25° C.

e) Radicales libres del oxigeno:

Procesamiento de las muestras: Una vez extraido los rifiones (N=5 por grupo) son
introducidos, para su lavado, en el tampén de homogeneizado [fosfato potésico
monobasico 0,05M y EDTA 1mM, solucion a la que afadimos colato sodico al 0,25%
(1+19); pH 7,8], a una temperatura entre 0 y 4° C para minimizar los procesos oxidativos.
Posteriormente son pesados en una balanza (AND-ER-120A) y se homogeneizan con el
tampdn anteriormente descrito, segun la proporcion (1/10, Peso/Volumen), en un potter
Elvehjem (BRAUN-Melsungen). EI homogeneizado se centrifugé a 100.000 g (36.000
r.p.m.) durante 60 minutos, a una temperatura de 4°C en una ultracentrifuga (SORVAL-
OTD-COMBI). La fraccién soluble que se obtuvo se dividié en alicuotas en tubos de
eppendorf y se congeld a -80° C hasta el momento del procesado de las muestras en un
arcon congelador (REVCO ULT-1386-V-O-C). Todas las técnicas descritas a
continuacion se realizaron con un espectrofotdmetro de doble haz (HITACHI-U-2000 o
PHILIPS PU8700), empleando reactivos de la casa PANREAC (para la preparacion de
los tampones) y SIGMA CHEMICAL Co. St. Louis, USA (resto de los reactivos). Las
cubetas eran de poliestireno, excepto las utilizadas para la técnica de la actividad de la

catalasa, que eran de cuarzo.

Actividad enzimatica de la superédxido dismutasa (SO D). El fundamento de la
técnica descrita, por Misra y Fridovich, se basa en la inhibicién, por la SOD, de la
formacién de adrenocromo en la autooxidacién de la epinefrina®®. La formacion de
adrenocromo esta mediada por radicales superdxido y, como sabemos, la SOD cataliza

la dismutacién de este radical de acuerdo a la siguiente reaccion:
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La epinefrina permanece estable en soluciones acidas, pero espontdneamente se
oxida en soluciones basicas, favoreciendo la formacion de adrenocromo. Basandose en
este fendbmeno, la SOD se puede medir espectrofotométricamente siguiendo el cambio de
absorbancia de la epinefrina a una A de 480 nm, en la que se presenta un pico de

absorcion. Este ensayo requiere los siguientes reactivos:

1- Epinefrina 102 M.
2- Tampon: 0,05 M Na H C0s-Na, COs; pH 10,2.

Inicialmente se midi6é la autooxidacion méxima de la epinefrina. Para ello se
afiadieron en la cubeta de muestra (con un paso de luz de 1 cm) 850 ul del tampon
NaHCO0s-Na,CO3; y 150 ul de epinefrina. Paralelamente, en la cubeta de referencia se
sustituyd la epinefrina por un volumen igual de tampoén. Se efectué la lectura
espectrofotométrica a 480 nm de A y a 30° C. La actividad SOD de las diferentes
muestras se realiz6 afiadiendo en las cubetas, ademés de los reactivos anteriores, 100 pl
de la fraccion soluble de las distintas muestras. La lectura permite conocer el porcentaje
de inhibicion de la autooxidacion de la epinefrina. Se define como una Unidad (U) de
SOD aquella cantidad de la misma requerida para inhibir la curva de autooxidacién de la

epinefrina al 50%. Los resultados se expresan en U de SOD por mg de proteinas.

Técnica de determinacion de la actividad enzimatica de la Catalasa (CAT). EI
fundamento de la técnica descrita por H. Aebi se basa en la eliminacion del peroxido de

hidrégeno por la catalasa® de acuerdo a la siguiente reaccién:

2H,0, - 2H,0 + O,

Esta descomposicion del H,0, se puede medir, de forma directa, a través del

descenso de absorbancia a 240 nm de A. Este ensayo requiere los reactivos siguientes:

1.- Tampon fosfato 50 mM; pH 7.
2.- H,0, 30 mM.

En la cubeta de muestra se afiadieron 2 ml. de nuestra soluciébn problema
(fraccion soluble) y 1 ml de H,O,. Se ley6 durante un tiempo de 30 segundos contra una

cubeta de referencia en la que se sustituyo el H,0, por 1 ml del tampoén fosfato. Las
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cubetas eran de cuarzo con un volumen de 3 ml, 1 cm. de paso de luz, la A de 240 nm y
una temperatura de 25° C. No es posible definir la unidad internacional de CAT debido a
su cinética anormal. Por este motivo se aceptan diferentes unidades y métodos de
evaluacion de esta enzima. Nosotros trabajamos con la constante de velocidad de una

reaccidén de primer orden: K. Los resultados se expresaron en K/mg. de proteinas.

Técnica de determinacién de la actividad enzimatica de la Glutation
peroxidasa (GPX). Elfundamento de la técnica indirecta de determinacion de la actividad
de la glutation peroxidasa®®®®, descrita por primera vez por Paglia y Valentine, se basa en

la siguiente reaccion.

2 GSH + ROOH - GSSG + ROH + H,0
GSSG + NADPH + H* - 2 GSH + NADP*

El GSSG (glutation oxidado) formado por la reaccion de la glutation peroxidasa es
constantemente reducido por un exceso de actividad glutation reductasa (GR),
proporcionando un nivel constante de GSH (glutation reducido). La velocidad de
oxidacion de NADPH se monitoriza espectrofotométricamente a 340 nm de A. Los

reactivos necesarios son:

1.- Tampon fosfato potasico 0,1 M + 1 mM de EDTA; pH 7,0.
2.- Glutation reductasa : 2,4 U/ml.

3.- GSH 10 mM.

4.- NADPH 1,5 mM en 0,1 % NaHCO3,

5.- H,0, 1,5 mM.

6.- Azida 10 mM.

Se afiadieron las siguientes soluciones en la cubeta de muestra (1 mly 1 cm de
paso de luz): 400 pl de tampdn fosfato 0,1 M, 100 ul de azida 10 mM, 100 pl de la dilucién
de la muestra problema, 100 pl de glutation reductasa (0,24 U) y exactamente 100 pl de
GSH 10 mM. La mezcla se incubé 10 min. a 37° C. Seguidamente, se afiadieron 100 pl
de NADPH 1,5 mM y se monitoriz6é durante 3 min. el consumo de NADPH independiente
de H,0,. La reaccién general comenzé al afiadir 100 ul de H,0, 1,5 mM precalentada. El
descenso en la absorcion a 340 nm de A se registré durante 5 minutos. Un procedimiento
idéntico se realiz6 con la cubeta de referencia, en donde se sustituyeron los 100 ul de
solucion de muestra por un volumen equivalente de tampon fosfato. Se define como una

unidad de glutation peroxidasa a la cantidad de enzima capaz de inducir un descenso de
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GSH del 90% de su concentracion inicial en 1 min. a 37° C y pH 7,0. Los resultados se

expresaron en U/mg. de proteinas.

Técnica de determinacién del ritmo de produccion de | Radical Superoxido
(ASO). La técnica que es madificacion de la descrita por Boveris y Forman para
mitocondrias, se basa en la reduccion del citocromo C por el radical 02"(109). Esta
reduccién del citocromo C no es, naturalmente, especifica para el radical superéxido.
Esta especificidad es conferida por el uso de SOD, para lo cual el radical superoxido es el
Unico sustrato conocido. De acuerdo con esto, el ensayo se realiza con y sin SOD, y
Unicamente la reduccion del citocromo C inhibida por SOD se usa para calcular la
produccibn de superdxido. Esta reduccion del citocromo C se sigue

espectrofotométricamente a 550 nm de A. Precisamos los siguientes reactivos:

1.- Tampon fosfato-potésico 0,1 M+0,1 mM EDTA ; pH 7,8.
2.- Citocromo C 75 pM.
3.- SOD (aproximadamente 240 U).

La lectura espectrofotométrica se realiz6 a 550 nm de A; pH 7,8 y temperatura de
25° C durante 1 minuto con intervalos cada 6 seg., en cubetas de 1 ml, con un paso de
luz de 1 cm. Nuestros resultados se expresaron en nmol de 0,/ mg prot. / min. El
incremento de unidades de absorbancia en la mezcla de la reaccion se convierte en nmol

de ASO con el coeficiente de extincién molar: AEss, / 21,0 x 10° M cm™

Esta conversion depende del supuesto de que el citocromo C en la cubeta de
referencia esta totalmente oxidado y, por tanto, de que el incremento de absorbancia
observada representa Unicamente la absorbancia del producto reducido (A absorbancia:
reducido - oxidado). Tras el establecimiento de las condiciones éptimas, exponemos a
continuacion el esquema de desarrollo del experimento. En la cubeta de referencia se
afiadieron 100 pl de citocromo C (75 pM), 20 pl de SOD (aproximadamente 264 U) y 25 pl
de muestra. La diferencia de volumen hasta 1.000 ul se completé con tampdn fosfato
potésico + EDTA. En la cubeta de referencia se sustituy6 el volumen de tejido por uno

equivalente de tampdn. Se registré la lectura a 550 nm de A en 2 fases:

1°.- Reduccion del citocromo C inespecifica: sin SOD.

2°.- Reduccién del citocromo C independiente del superdxido: con SOD.
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La pendiente maxima se registré en el primer minuto. La temperatura fue de 25° C
y pH de 7,8.

* Determinacion de proteinas. Para la cuantificacion de las proteinas tisulares, las
muestras diluidas (1:100) en agua destilada se pusieron en contacto con el reactivo de
Bradford (1:50) (azul de Coomassie G-250 0.1%, etanol 4.75%, acido ortofosférico
0.085%), y tras agitacién fuerte para mezclar todos los componentes, se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos. La lectura de la densidad Optica se efectu6 a
595 nm por espectrofotometria (MILTON ROY, ESPECTRONIC 301). Cada una de las
medidas se realizé por triplicado. Se elabord previamente una curva de calibrado a partir
de soluciones patrén de concentracion conocida de BSA (Fraction V. SIGMA). Se

expresaron en mg/ml.

f) Citocinas:

Se estudiaron tanto citocinas pro- como anti-inflamatorias:

Factor de necrosis tumoral- a (TNF-a): Para la determinacion del TNF utilizamos
un kit comercial (Factor-Test-Rat TNF-a Elisa Kit de Genzyme Immunobiologicals MA,
USA) basado en la técnica de ELISA especifico para rata. El sistema de medicién fue un
lector de placas (Gest, General Elisa System Technology, MENARINI) para la técnica de

ELISA automatico con posibilidad de leer tres placas simultaneas.

Obtencion de las muestras: Tanto el sobrenadante de cultivos celulares o
muestras de suero pueden ser testadas con el kit. En nuestro caso utilizamos muestras
sanguineas (N=5 por grupo), las cuales no deben estar hemolizadas. Inmediatamente
después de su extraccion son centrifugadas y el suero es extraido, dividido en alicuotas y
depositado en tubos de eppendorf. Posteriormente son congeladas a -80°C en un arcon
congelador (REVCO ULT-1386-V-O-C), evitando procesos de congelacion vy

descongelacion.

Principios del ensayo: Es un kit ELISA que emplea multiples anticuerpos con el
principio de “sandwich”. En primer lugar se utiliz6 un plato con 96 pocillos con un
anticuerpo monoclonal anti-TNF-a adherido en cada uno de ellos para capturar el TNF-a
presente en las muestras y estdndares que se afadieron por duplicado en cada uno de
los pocillos junto con los blancos correspondientes. Después de lavar el plato para

eliminar el material no adherido se afiadié una peroxidasa conjugada policlonal anti-TNF-
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a. A continuacion el plato fue lavado de nuevo para eliminar el material no adherido y se
agrego la solucion sustrato que inici6 la catalizacion de la peroxidasa. El cambio de color

se detuvo por acidificacion.

La absorbancia fue medida en un lector de placas (Gest, General Elisa System
Technology, MENARINI) a 450 nm A siendo los resultados obtenidos proporcionales a las
cantidades de TNF-a de las muestras, las cuales fueron calculadas por interpolacién con

la curva estandar.

Interleucina-1 B (IL-1B): Para la determinacion de la IL-1 utilizamos un kit
comercial (Factor-Test-Rat IL-1 Elisa Kit de Genzyme Immunobiologicals MA, USA)
basado en la técnica de ELISA especifico para rata. La técnica y los medios para efectuar

este estudio son los mismos que los descritos para el TNF-a.

Interferon- y (INF-y): Para la determinacion de la INF-y utilizamos un kit comercial
(Factor-Test-Rat INF-y Elisa Kit de Genzyme Immunobiologicals MA, USA) basado en la
técnica de ELISA especifico para rata. La técnica y los medios para efectuar este estudio

son los mismos que los descritos para el TNF-a.

Interleucina-6 (IL-6): Para la determinacion de la IL-6 utilizamos un kit comercial
(Factor-Test-Rat IL-6 Elisa Kit de Genzyme Immunobiologicals MA, USA) basado en la
técnica de ELISA especifico para rata. La técnica y los medios para efectuar este estudio

son los mismos que los descritos para el TNF-a.

Interleucina-10 (IL-10): Para la determinacién de la IL-10 utilizamos un kit
comercial (Factor-Test-Rat IL-10 Elisa Kit de Genzyme Immunobiologicals MA, USA)
basado en la técnica de ELISA especifico para rata. La técnica y los medios para efectuar

este estudio son los mismos que los descritos para el TNF-a.

g) Produccion de 6xido nitrico:

Nitritos:

Se utilizé6 un método indirecto, cuantitativo y colorimétrico basado en la reaccion
de Griess. Utilizando las muestras de suero (N=5 por grupo) se separaron 500 pl de
sobrenadante de cada pocillo y se mezclaron con 250 pl de reactivo de Griess

(sulfametacina 1% y dihidrocloruro de naftil-etilen-diamida 0,1% en acido ortofosférico al
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2,5%) (Sigma Aldrich). Tras 15 minutos de incubacién a temperatura ambiente, se midié
la absorbancia en un espectrofotdémetro a 560 nm. La concentraciéon de nitritos se calculd

interpolando en una recta patron de concentraciones crecientes de nitrito sodico.
Inmunohitoquimica de iINOS:

Se deposité 1/8 de rifion en un molde de material plastico (7x7x5 mm) y se cubrid

con una capa gruesa de una solucién para congelar compuesta por alcohol polivinilico al

10% vy polietilen glicol al 4% (Cryomatrix SHANDON®). El molde se introdujo sin ser
sumergido en un vaso de precipitado que contenia 2-metilbutano a una temperatura
comprendida entre -120°C y -150°C. La temperatura requerida se alcanzé introduciendo el
vaso de precipitados en nitrégeno liquido y se control6 con un termémetro de pentano
(ARNO AMARELL). Una vez que la superficie de la muestra se endurecié y adquirié un

color blanco, se retir6 del frio y se guardé dentro del molde en un congelador a -80°C.

Las muestras asi obtenidas se prepararon para la inmunohistoquimica cortandolas
en secciones de 4 um mediante un criostato (MICROM HM 505 N), antes de cada prueba,
los cortes se dejaron secar al aire durante 2 horas para fijarlos posteriormente en acetona
a 4°C durante 10 minutos, dejandolos a continuacién a temperatura ambiente. En la
realizacion de esta técnica se empled el kit Santa Cruz Inmunoperoxidase Staining (Santa

Cruz Biotechnology).

A partir de este momento, todos los pasos fueron precedidos de un lavado de los
cortes con PBS durante 5 minutos. Se inhibi6é la peroxidasa endogena, lavando las
preparaciones 10 minutos con una solucién de peréxido de hidrogeno al 3% en metanol; a
continuacion se incubaron 1 hora con suero bloqueante (dilucién 1:67) para impedir el
marcaje inespecifico, retirando siempre el exceso que pudiera quedar en ellas. Se
procedié a la incubacion con el anticuerpo primario (dilucién 1:50 en suero bloqueante)
durante 1 hora, seguida de la incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado (dilucién
1:200 en PBS) durante 30 minutos, y por ultimo, una incubacion de 30 minutos con

avidina-biotina.

Tras introducir las preparaciones en Triton X-100 al 1% durante 30 segundos,
lavarlas en agua y secarlas, se incubaron en una solucién de diaminobencidina durante 5
minutos. Después de un lavado en agua destilada durante 5 minutos, se realizé una

tincion de contraste nuclear con hematoxilina.
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Realizamos estudios de la sintasa inducible del oxido nitrico (iINOS) utilizando

anticuerpos primarios de la casa Santa Cruz Biotechnology.

h-i) Western blot de moléculas de adhesién celular (CAMs) y factor nuclear KB:

Aproximadamente 1/4 del rifion (N=5 por grupo) se congel6 instantdneamente
introduciéndolo en nitrdgeno liquido, conservandolo a continuacion en el interior de tubos
de plastico cerrados a -80°C (REVCO ULT 1786 V-O-E). Posteriormente, el tejido
congelado se troced y lisd a 4°C con 3 ml de tampédn de lisis por gramo (CINa 140 mM,
EDTA 15 mM, glicerol 10%, Tris base 20 mM, pH 8. A este tampodn se le afiadieron dos
inhibidores de proteasas: PMSF 2 mM e inhibidor de tripsina 50 pg/ml). Se homogeneiz6
a 4°C y los restos del lisado se recogieron en un eppendorf, pasandolos con una jeringa a
través de una aguja N°21. Las muestras se mantuvieron entre 30-60 minutos en hielo y
se centrifugaron a 4°C y 15.000 g durante 20 minutos (centrifuga Hettich MIKRO). El
sobrenadante se conservé a -20°C, en alicuotas, para la determinacion de la cantidad de

proteinas por el método de Bradford y para la realizacion del Western blot.

Para la cuantificacion de las proteinas tisulares, las muestras diluidas (1:100) en
agua destilada se pusieron en contacto con el reactivo de Bradford (1:50) (azul de
Coomassie G-250 0.1%, etanol 4.75%, acido ortofosférico 0.085%), y tras agitacion fuerte
para mezclar todos los componentes, se incubaron a temperatura ambiente durante 5
minutos. La lectura de la densidad Optica se efectué a 595 nm por espectrofotometria
(MILTON ROY, ESPECTRONIC 301). Cada una de las medidas se realizd por triplicado.
Se elaboré previamente una curva de calibrado a partir de soluciones patrén de

concentracion conocida de BSA (Fraction V. SIGMA).

La separacion de las proteinas contenidas en los lisados de tejido se llevé a cabo
mediante electroforesis. El gel, de 1.5 mm de espesor, estaba constituido por un gel de
carga al 17% de acrilamida mix (acrilamida 29.2%, bis-acrilamida 0.8%) y un gel de
separacion de acrilamida mix al 8%. Cada muestra se mezcl6é con un volumen igual de
tampodn de carga (2-mercapto-etanol 10%, SDS 4%, azul de bromofenol 0.05%, glicerol
20%, Tris base 125 mM, pH 6.8), y junto con el marcador (BIO-RAD kaleidoscope
prestained standards), se llevaron durante 5 minutos a una temperatura de 95°C en un
bafio seco (Thermolyne Type 17600 Dri-Bath). Se cargaron las proteinas (30-100

ug/pocillo), depositando en los pocillos sin muestra una pequefia cantidad de tampén de
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carga, y rellenando el espacio restante de todos los pocillos con tampdn de electroforesis
(glicina 192 mM, SDS 0.1%, Tris base 25 mM, pH 8.3).

La electroforesis se llevé a cabo en una cubeta (Mini-PROTEAN® Il Cell, BIO-
RAD) con tampon de electroforesis a un voltaje de 100 V y una corriente de 500 mA
(fuente de alimentacion: MODEL 1000/500 POWER SUPPLY).

La transferencia se realizé en una cubeta con solucion de transferencia (glicina
190 mM, Tris base 20 mM, metanol 20%, SDS 0.1%, pH 7.5) a un voltaje de 400 V y una

corriente de 450 mA, habiendo embebido previamente el material (papeles secantes y

esponjas) y equilibrado el gel y la membrana de nitrocelulosa (BIO-RAD Trans-BIot®
Transfer Medium 0.45 um) en tampon de transferencia durante 15 minutos. La membrana
se lavo 3 veces, durante 5 minutos cada vez, con TBS (CINa 500 mM, Tris base 20 mM,
pH 7.5) y se dejé durante 24 h a 4°C en solucion de bloqueo (TBS, leche en polvo
Sveltesse Nestlé 8%), para evitar las uniones no especificas. Tras el bloqueo, se lavd 3
veces la membrana durante 5 minutos con TTBS (TBS; Tween 20, 0.1%) y se incubo
durante 1 hora, en agitacion constante, con el anticuerpo primario, diluciéon 1:1000 (TTBS,
BSA 0.2%). Después de lavar 4 veces la membrana 5 minutos con TTBS, se incubd
durante 30 minutos con el anticuerpo secundario (Anti-goat 1I9gG-HRP, mouse/human
adsorbed, 200 pg/0.5 mL. Santa Cruz Biotechnology), dilucién 1:2000 (TTBS, BSA 0.2%).

Se hicieron 4 lavados de 5 minutos con TTBS y se procedi6 al revelado utilizando
una solucion de reactivos estandar ECL (Amersham Pharmacia Biotech) y peréxido de
hidrégeno, que se pusieron en contacto con la membrana durante 1 minuto.
Inmediatamente, y bajo las condiciones adecuadas de iluminacion, se impresioné la
membrana en una autorradiografia (pelicula de rayos X, FUJI PHOTO FILM) y se
introdujo en la maquina de revelado (KODAK M35 X-OMAT Processor).

Tras digiltalizar la autorradiografia, se procedié a la lectura de las densidades
Opticas mediante el programa MacBAS V2.2, datos con los que se efectud el analisis

estadistico.

Realizamos estudios de diferentes moléculas de adhesion celular (ICAM-1,
VCAM-1, PECAM-1 y P-selectina) y del factor trascripcional kB utilizando anticuerpos

primarios de la casa Santa Cruz Biotechnology.
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2.1.5.- Estudio Estadistico:

Todos los valores en este trabajo han sido representados como X + SEM (media £
error estandar de la media). Los resultados obtenidos fueron analizados con los
siguientes test estadisticos: Test exacto de Fisher, Test de Mann-Whitney U y ANOVA
(test de Scheffe o Kruskal Wallis). Un valor de p<0,05 se acepté como resultado

significativo.
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V.- RESULTADOS
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1.- ESTUDIO DE LA SUPERVIVENCIA

El Grupo Simulado no presenta mortalidad en el estudio, observandose un
incremento significativo de la misma, desde el primer dia, (p<0,001) en el Control
Zymosan, que llegé a ser del 100% a las 48 horas. El Grupo de animales tratado con
Celecoxib® observamos una disminucion de la mortalidad desde las primeras 24 horas
gue se mantiene en los dias siguientes (p<0,05) (Gréfico 1).

100
80

60 ——Sim

% -7y

—#=Ce
40
20
0

Dias

Gréfico 1.- Estudio de la supervivencia
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2.- ESTUDIOS MICROBIOLOGICOS

La identificacion de la flora cecal e intestinal, objeto de la TB, se realizo, en el
animal de experimentacion utilizado, en las muestras de ciego e intestino delgado
obtenidas del Grupo basal. Una vez identificada esta flora bacteriana, en el resto de los
grupos se realizaron los cultivos de los 6rganos extraidos (ganglios mesentéricos, rifién, y

sangre) para valorar la TB, obteniéndose los siguientes resultados:

2.1.-Grupo Simulado:

Comprobamos, en este grupo de animales, que ni la anestesia, ni la técnica
quirdrgica, ni la administracién del vehiculo del Zymosan (aceite mineral) inducen

translocacion bacteriana (Tabla VII).

Tabla VII.- Resultados de TB en el Grupo Sim.

ANIMAL [ GANGLIO RINON SANGRE
1 - - -

gl B WO DN
1
1
1
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2.2.- Grupo Control Zymosan 12 h:

En este grupo en un animal fue imposible obtener la muestra de sangre (indicado,
en la tabla, con el simbolo 0). En el resto, el 100% de los animales y el 100% de las

muestras presentaron TB (Tabla VIII).

Tabla VIII.- Resultados de TB en el Grupo Zy 12h.

ANIMAL | GANGLIO RINON SANGRE
1 + + +
2 + + +
3 + + 0
4 + + +
5 + + +

2.3.- Grupo Control Zymosan 24 h:

Tres animales fueron éxitus antes de obtener las muestras y en otro fue imposible
obtener la sanguinea (son indicados, en la tabla, con el simbolo 0). En el resto, el 100%

de los animales y el 100% de las muestras presentaron TB (Tabla IX).

Tabla IX.- Resultados de TB en el Grupo Zy 24h.

ANIMAL [ GANGLIO RINON SANGRE
1 0 0 0
2 + + 0
3 0 0 0
4 + + +
5 0 0 0
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2.4.- Grupo Celecoxib ® 12 h:

Se presenta TB en 4 animales en 3 de los cuales solamente es local (ganglios

mesentéricos) (Tabla X).

Tabla X.- Resultados de TB en el Grupo Ce 12h.

ANIMAL [ GANGLIO RINON SANGRE
1 + - -
2 - - -
3 + - -
4 + + +
5 + - -

2.5.- Grupo Celecoxib © 24 h:

En este grupo un animal fue éxitus antes de obtener las muestras (indicados, en la
tabla, con el simbolo 0), y 4 presentaron TB, 2 Unicamente a nivel local (ganglios

mesentéricos) (Tabla Xl).

Tabla XI.- Resultados de TB en el Grupo Ce 24h.

ANIMAL [ GANGLIO RINON SANGRE

1 + + +

+ + +

+ - -

gl B~ W N
o
o
o
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3.- ESTUDIO DE LA FUNCION RENAL

El estudio de la funcion renal demostré una seria alteracién de la misma en los

grupos Zymosan (sobre todo a las 24 horas) observandose diferencias significativas

(p<0,001) con todos los grupos en los valores detectados de creatinina plasmatica, y

aclaramiento de creatinina (Gréfico 2).

El Grupo Celecoxib®presenté un mantenimiento de la funcién renal segin los

pardmetros estudiados (p<0,05) con respecto al Grupo Zymosan (Tabla XII).

A pesar de las graves alteraciones detectadas en la funcién renal, los valores

observados en el estudio de los iones no presentaron diferencias significativas entre los

diferentes grupos estudiados. (Tabla XIlII).

Tabla XIll.- Pruebas de funcion renal |.

Creatinina sérica

Aclaramiento Creatinina

Sim 4,3 £ 0,46 1,7+0,2
Zy 12h 72+0,8* 0,6 +0,23 *
Zy 24h 36,9+ 12,7 * 0,3+0,18 *
Ce 12h 5,2 +0,9 ** 1+ 0,26 **
Ce 24h 10,6 + 3,7 ** 0,9+ 0,14 **

* Zy vs Sim. ** Ce vs Sim p<0,01

Tabla Xlll.- Pruebas de funcién renal Il.

Na K Cl
Sim 136,2+ 7,2 4,2+0,26 106,3+4,1
Zy 12h 147,5+ 8,18 6,1 +1,46 117,4 £ 9,21
Zy 24h 149,5+6,41 8,7+1,8 118,7 + 9,76
Ce 12h 140+ 12,2 48+0,6 1079+ 7,7
Ce 24h 142,7£15,1 4,4+0,6 112,5+10,4

pPNS
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O Simulado
OZy 12h
OZy 24h
HlCe 12h
B Ce 24h

Gréfico 2.- Aclaramiento de la creatinina



Luis Antonio Ortega Casanueva 93

4.- VALORACION DE LA MIELOPEROXIDASA

El estudio de la mieloperoxidasa, en el tejido renal, demostré un incremento
altamente significativo en los subgrupos Zy, siendo el mas evidente el Zy 24h (p<0,001),
valores que disminuyen significativamente en los animales tratados (p<0,001) aunque
siguen presentandolos significativamente superiores (p<0,01 y p<0,05) a los observados

en el Grupo Simulado (Tabla XIV y Grafico 3).

Tabla XIV.- Resultados de mieloperoxidasa.

RINON MIELOPEROXIDASA

Sim 9,37 + 2,02

Zy 12h 251 + 16,94 (*p<0,001)
Zy 24h 367,74 + 23,4 (*p<0,001)
Ce 12h 78,8 + 22,9 (*p<0,01)
Ce 24h 83,1 + 27,6 (*p<0,01)

U/g tej. *vs Simulado y Zy
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Grafico 3.- Estudio de la mieloperoxidasa
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5.- ESTUDIO DE LOS RADICALES LIBRES DEL OXIGENO

El estudio de las tres enzimas del sistema detoxificante de RLO (SOD, CAT y

GPX) y del radical libre ASO demostraron los siguientes resultados.

5.1.- Superoxido dismutasa:

Observamos un incremento significativo (p<0,001) en la actividad de este enzima
en los grupos Zymosan con respecto al simulado, siendo éste mas evidente a las 24
horas. Los Grupos estudio presentan una reduccion significativa (p<0,001 p<0,01) en
comparacion con el Zymosan pero siguen siendo (12 y 24h) superior al Simulado (p<0,01
p<0,05) (Tabla XV y Grafico 4).

Tabla XV.- Actividad de la Superéxido dismutasa.

RINON SUPEROXIDO DISMUTASA

Sim 38,11+ 3,43

Zy 12h 293,66 + 31,24 (*p<0,001)

Zy 24h 498,7 + 52,98 (*p<0,001)

Ce 12h 100,3 + 38,4 (**p<0,001) (*p<0,01)
Ce 24h 90,8 + 41,7 (**p<0,001) (*p<0,05)

U/mg prot.  * vs Simulado. ** vs Zy.
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Grafico 4.- Actividad de la Superéxido dismutasa
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5.2.- Catalasa (CAT)

Al igual que en el caso anterior observamos un incremento significativo (p<0,01)

en la actividad de este enzima en los grupos Zymosan con respecto al Simulado, siendo

éste mas evidente a las 24 horas. Los Grupos estudio presentan una reduccion

significativa (p<0,01) en comparacion con el Zymosan pero siguen siendo superiores al
Simulado (p<0,01 p<0,05) (Tabla XVI y Gréfico 5).

Tabla XVI.- Actividad de la Catalasa.

RINON CATALASA

Sim 361,58 + 36,35
Zy 12h 796,2 £ 63,41 (*p<0,01)
Zy 24h 982 + 85,67 (*p<0,01)
Ce 12h 577,1 £ 98,2 (**p<0,01)
Ce 24h 423,5 + 84,7 (**p<0,001)
K/mg prot. * ys Simulado. ** vs Zy.
1200
982
1000 796.2
T' - O Simulado
. 800 T
3 57T7,1 OZy 12h
o
o 600 oies OZy 24h
£ oo -,- BCe 12h
T ECe 24h
200
0

Grafico 5.- Actividad de la Catalasa



Tesis Doctoral

5.3.- Glutation peroxidasa (GPX)

(p<0,001) en la actividad de este enzima en los grupos Zymosan con respecto al
Simulado, siendo este incremento mas evidente a las 24 horas. Los Grupos Celecoxib®
presentaron una reduccion significativa (p<0,01) en comparacion con el Zymosan pero

siguen siendo (12 y 24h) significativamente superiores al Simulado (Tabla XVII y Gréfico

6).

45
40
35
30
25
20
15
10

U/mg prot.

Tabla XVII.- Actividad de la Glutation peroxidasa.

RINON GLUTATION PEROXIDASA

Al igual que en los dos casos anteriores observamos un incremento significativo

Sim 2,21+0,3

Zy 12h 12,69 + 0,9 (*p<0,001)

Zy 24h 36,7 * 2 (*p<0,001)

Ce 12h 7,8 + 0,8 (*p<0,01) (*p<0,05)
Ce 24h 6,6 + 1 (**p<0,001) (*p<0,01)

U/mg prot.  *vs Simulado. ** vs Zy.

36,7
T
1L

12,69

2 21

H
N
(o]

m

[02]

OSimulado
Ozy 12h
Ozy 24h
BCe 12h
B Ce 24h

.

Grafico 6.- Actividad de la Glutation peroxidasa
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5.4.- Anién superoxido (ASO)

Comprobamos un incremento significativo (p<0,001) en la produccion de este
radical libre del oxigeno en los grupos Zymosan con respecto al Simulado, siendo este
incremento mas evidente a las 24 horas. Los Grupos Celecoxib® presentaron una
reduccion significativa (p<0,001 p<0,01) en comparaciéon con el Zymosan pero siguen

siendo (12 y 24h) significativamente superiores al Simulado (Tabla XVIII y Gréfico 7).

Tabla XVIII.- Ritmo de produccién del Anién superoéxido.

RINON ANION SUPEROXIDO

Sim 1,49 £ 0,05

Zy 12h 93,25 + 19,37 (*p<0,001)

Zy 24h 209,41 + 28,7 (*p<0,001)

Ce 12h 10,7 * 2,3 (*p<0,001) (*p<0,05)
Ce 24h 10,1 * 4,4 (*p<0,001) (*p<0,05)

nmol/mg prot./min.  * vs Simulado. ** vs Zy.

300
k= T .
£ 200 J_ O Simulado
3 OZy 12h
2150 OZy 24h
o y
£ 93,25 ECe 12h
3 100
g - B Ce 24h

50
10,1
1'49 10,7
0 T e S

Gréfico 7.- Ritmo de produccion del Anidn superéxido
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6.- VALORACION DE LAS CITOCINAS

6.1.- Factor de necrosis tumoral o (TNF-a)

El TNF-a, se incrementa significativamente (p<0,001) en los grupos Zymosan,
desde las 12 h, con respecto al Simulado, siendo éste mas evidente a las 24 h. Los
Grupos estudio presentan una reduccion significativa (p<0,001 p<0,01) en comparacion

con el Zymosan pero siguen siendo superiores al Simulado (Tabla XIX y Gréfico 8).

Tabla XIX.- Valores del Factor de necrosis tumoral-a.

SUERO TNE-a

Sim 3,76 £ 0,63

Zy 12h 458,2 + 30,07 (*p<0,001)

Zy 24h 1054,73 + 114,03 (*p<0,001)

Ce 12h 98,3 + 45 (**p<0,001) (*p<0,001)
Ce 24h 111,6 + 39,9 (**p<0,001) (*p<0,001)

pg/ml *vs Simulado. ** vs Zy.

1400
1200 1054,73
T
1000 1 @ Simulado
= 800 O0zy 12h
2 600 4582 Ozy 24h
_ EmCe 12h
400 mCe 24h
200 083 111 6
e T
0

Gréfico 8.- Resultados del Factor de necrosis tumoral-a.
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6.2.- Interleucina-1 B (IL-1PB)

La IL-1, se incrementa significativamente (p<0,001) en los grupos Zymosan,
desde las 12 h, con respecto al Simulado, siendo este.incremento mas evidente a las 24
h. El Grupo Celecoxib® presenta una disminucién significativa (p<0,001 p<0,05) en
comparacion con el Zymosan pero siguen siendo superiores al Simulado (Tabla XX y
Grafico 9).

Tabla XX.- Resultados de la Interleucina-1.

SUERO IL-1B

Sim 2,51+0,9

Zy 12h 218,26 + 31,07 (*p<0,001)

Zy 24h 795,1 + 52,92 (*p<0,001)

Ce 12h 63,1 + 28,6 (**p<0,001) (*p<0,05)
Ce 24h 70,4 + 32,5 (**p<0,001) (*p<0,05)

pg/ml * vs Simulado. ** vs Zy.

1000
900 795.1
800 I
700 O Simulado
600 Ozy 12h
£ 500
5 [0Zy 24h
400
o0 18.26 B Ce 12h
- W Ce 24h
200 T 3.1 704
109 Z51 |
0

Grafico 9.- Interleucina-1p.
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6.3.- Interferén- y (INF-y)

desde las 12 h, con respecto al Simulado, siendo el incremento mas evidente a las 24 h.
Los Grupos tratados con Celecoxib® presentaron una reduccion significativa (p<0,01) en

comparacion con el Zymosan pero siguen siendo significativamente superiores al

Simulado (p<0,01) (Tabla XXIy Gréafico 10).

250
200
150

Too

50

Tabla XXI.- Estudio del Interferon-y.

102

El INF-y, se incrementa significativamente (p<0,001) en los grupos Zymosan,

SUERO IFN-y

Sim 09+0,1

Zy 12h 175,22 + 22,54 (*p<0,001)

Zy 24h 206,13 + 27,19 (*p<0,001)

Ce 12h 101,9 + 20,1 (**p<0,01) (*p<0,001)
Ce 24h

54,6 + 48,7 (**p<0,01) (*p<0,001)

pg/ml * vs Simulado. ** vs Zy.

206,13
175,22 T

101,9

0,9

Gréfico 10.- Resultados del Interferén-y.
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6.4.- Interleucina-6 (IL-6)

La IL-6, disminuye significativamente (p<0,05) en los grupos Zymosan, desde las
12 h, con respecto al Simulado, siendo la disminucion mas evidente a las 24 h. El Grupo
Celecoxib® no presenta diferencias significativas con el Zymosan comprobandose unos
valores de IL-6 significativamente inferiores a los evaluados en los Grupos Simulado
(p<0,05) (Tabla XXIl y Grafico 11).

Tabla XXII.- Resultados de la Interleucina-6

SUERO IL-6

Sim 63,45 + 7,21
Zy 12h 49, 03 + 5,72 (*p<0,05)
Zy 24h 40,69 + 10,5 (*p<0,05)
Ce 12h 50 + 9,9 (*p<0,05)
Ce 24h 65,2 £ 10,7 (*p<0,05)
pg/ml
80
20 63,45
60 AQ,nQ
1 T 40,69 O Simulado
50 T
_ T O2Zy 12h
\g 40 O2Zy 24h
30 - ECe 12h
20 B Ce 24h
10
0

Grafico 11.- Valores de la Interleucina-6.
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6.5.- Interleucina-10 (IL-10)

La IL-10, no presenta diferencias significativas entre los Grupos Zymosan y
Simulado. El Grupo Celecoxib® no presenta diferencias significativas con el Simulado y
Zymosan (pNS) (Tabla XXIIl y Grafico 12).

Tabla XXIIl.- Resultados de la interleucina-10

SUERO IL-10

Sim 114,32 +£ 19,48
Zy 12h 108,52 + 33,02
Zy 24h 95,73 + 27,16
Ce 12h 90,9 + 19,7
Ce 24h 103,6 + 41,3
pg/ml
160
140 114 32 10_8_’52 103.6
T 95,73
120 T 969
T O Simulado
100
) 4 Zy 12h
%30 1 Zy 24h
o 1
60 Ce 12h
20
0

Grafico 12.- Valores detectados de la Interleucina-10.
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7.- ESTUDIO DEL OXIDO NITRICO

7.1.- Nitritos

La produccion de nitritos se incrementa significativamente (p<0,001) en los grupos
Zymosan con respecto al Simulado, siendo este incremento mas evidente a las 24 horas.
El Grupo Celecoxib® presentan una reduccion significativa (p<0,05) en comparacion con

el Zymosan pero siguen siendo superiore al Simulado (Tabla XXIV y Grafico 13).

Tabla XXIV.- Produccion de nitritos.

SUERO Nitritos

Sim 3,8+0,5

Zy 12h 97,5 + 13,76 (*p<0,001)

Zy 24h 115,4 + 20,15 (*p<0,001)

Ce 12h 20,2 + 6,4 (**p<0,001) (*p<0,05)
Ce 24h 18,9 + 9,9 (*p<0,001) (*p<0,05)

UM * vs Simulado. ** vs Zy.
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Grafico 13.- Determinacion de nitritos
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7.2.-INOS

La actividad de la iINOS se realizé a las 24 h observandose un significativo

incremento de la misma en el Grupo Zymosan. En los Grupos Celecoxib® comprobamos

una disminucion de la iINOS pero siguen manteniendo valores superiores a los del Grupo
Simulado (Figuras 13-15).

Figura 15.- INOS Grupo Celecoxib
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8.- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE CAMs

8.1.- ICAM-1

La expresion de ICAM-1, evaluada a las 24 h, se observa significativamente
elevada (p<0,001) en el Grupo Zymosan con respecto al Simulado. En los animales
tratados con Celecoxib® comprobamos una significativa disminucion (p<0,001) de dicha

expresion con respecto al Grupo Zymosan (Tabla XXV).

Tabla XXV.- Cuantificaciéon de la expresion de ICAM-1

AU-Fondo T. | % vs Sim.
Sim. 53698 + 8970 100
Zy 24h 149253 + 17652 |278*
Ce 24h  |88429+ 21222 |154*#
* p<0,001 vs Simulado; # p<0,001 vs Zy
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8.2.- VCAM-1

La expresion de VCAM-1, estudiada también a las 24 h, se valoré
significativamente elevada (p<0,001) en el Grupo Zymosan con respecto al Simulado. En
los animales tratados con Celecoxib® comprobamos una significativa disminucion
(p<0,01) de dicha expresion aunque se siguen observando diferencias significativas
(p<0,05) con el Grupo Simulado (Tabla XXVI).

Tabla XXVI.- Cuantificacion de la expresion de VCAM-1

AU-Fondo T. | % vs Sim.
Sim. 64553 + 10806 100
Zy 24h 198233 + 29870 |[307 *

Ce 24h  |97622+ 24219 |151#
* p<0,001 vs Simulado; # p<0,001 vs Zy
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8.3.- PECAM-1

110

La expresion de PECAM-1 no se pudo valorar en los tiempos ensayados no

habiéndose obtenido resultado positivo de su expresion ni a las 12 ni a las 24 horas

(Tabla XXVII).

Tabla XXVII.- Cuantificacion de la expresion de PECAM-1

AU-Fondo T.

% VS Sim.

Sim.

Zy

Ce
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8.4.- P-selectina

La expresion de P-selectina, estudiada a las 12 horas, se valoré significativamente
elevada (p<0,001) en el Grupo Zymosan con respecto al Simulado. En los animales
pertenecientes a los diferentes Grupos estudio comprobamos una significativa

disminucion (p<0,01) de dicha expresion (Tabla XXVIII).

Tabla XXVIII.- Cuantificacion de la expresion de P-selectina

AU-Fondo T. | % vs Sim.
Sim. 34352 + 6211 100
Zy 12h 96784 + 21206 282 *

Ce 12h 77146 £ 19212 174 *
* p<0,001 vs Simulado; # p<0,001 vs Zy
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9.- Valoracion de la activacion de NF kB

El estudio de la activacion de NFkB, evaluada a las 12 horas, demostré un
incremento altamente significativo (p<0,001) en el Grupo Zymosan. Mientras que en el

siguen observandose valores significativamente elevados (Tabla XXIX).

Tabla XXIX.- Cuantificacion de la activacion de NFkB

AU-Fondo T. % VS Sim.
Sim. 18332 + 3146 100
Zy 12h 196350 + 38721 |[1071*

Ce 12h  |100100 + 25473 |259 * #
* p<0,01 vs Simulado; # p<0,01 vs Zy
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V.- DISCUSION
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1.- DISCUSION DEL DISENO EXPERIMENTAL

Hemos elegido este modelo debido a la gran experiencia con la que cuenta
nuestro grupo de trabajo en el mismo desde el afio 1991. El Zymosan A inyectado
intraperitonealmente da lugar a una inflamacion intraperitoneal y sistémica aséptica e

inespecifica. Diversos autores la han utilizado demostrandose la induccién de TB®? 88 236,

333,359 Hemos tenido en cuenta ademas, la facilidad de reproduccién del modelo asi
como el control adecuado de las diversas variables que durante el estudio se pudiesen
plantear. Este modelo confirma que se puede producir sepsis e incluso fallo multiorganico
en ausencia de infeccidon microbiana (inicial) a diferencia de los modelos en los que se
utiliza la inoculacibn de gérmenes como E. coli después de una descontaminacion
selectiva®® 39 o bien determinados farmacos® * 239 En el proyecto que nos ocupa
es la respuesta inflamatoria sistémica el aspecto que mas nos interesa, no sélo por ser la
responsable del resto de acontecimientos fisio-patoldégicos de nuestro modelo
experimental sino por su importancia en la clinica diaria de cualquier especialidad

médica.

La dosis empleada de Zymosan y su via de administracién se han seleccionado

basandonos en estudios anteriores realizados por nuestro grupo de trabajo!’® 120 123 231

239, 288, 293) y nor las experiencias previas realizadas en este estudio y resefiadas en el
apartado de Material y Método. El objetivo era utilizar una dosis de Zymosan que indujera
una alta mortalidad, provocando un sindrome de la respuesta inflamatoria sistémica y

fallo multiorgénico.

A diferencia de los estudios anteriores, realizados por nuestro grupo de trabajo,
donde utilizamos dosis de Zymosan mucho menores para conseguir TB sin fallo

o3 120, 123, 231, 239, 288, 293) o este caso no observamos el fenémeno de

multiorganic
aclaramiento de la TB a las 24 horas. En aquellos estudios comprobabamos una TB
maxima a las 12 horas con una disminucion significativa de la misma que se iniciaba a las
24 horas postinyeccion del Zymosan. En el presente trabajo, como veremos a
continuacion, no sélo la TB sigue siendo maxima a las 24 horas sino que los parametros
estudiados inducen a pensar que la respuesta inflamatoria sigue incrementandose en ese

momento.
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La revision bibliogréafica, sobre Celecoxib®, y los estudios previos realizados en
este trabajo nos hicieron decidir la dosis y el momento de administracion
reSpeCtivamente(M’ 23, 25, 29, 45, 49, 67, 102, 103, 105, 150, 166, 200, 218, 221, 227). En |OS eStUdiOS realizadOS
anteriormente por nuestro grupo de investigacion, en diferentes modelos experimentales
de respuesta inflamatoria®®®, comprobamos como la administracién del Celecoxib® en
diferentes momentos presentaba resultados contradictorios, todo ello junto con la revision
bibliografica, nos hizo decidir administrar los farmacos en la dosis y en el momento
establecidos en este estudio.

A pesar de que en las experiencias previas recogimos un mayor numero de
organos, para el desarrollo de este trabajo hemos utilizado los ganglios mesentéricos, el

rifion y la sangre como muestras para desarrollar nuestro estudio.

Finalmente utilizamos las muestras de rifibn y sangre para valorar la respuesta

inflamatoria sistémica a través de los mediadores estudiados en el presente trabajo.

La seleccion de los grupos ensayados fue meticulosa en cuanto a los tiempos de
estudio se refiere. Elegimos los tiempos ensayados teniendo en cuenta los siguientes
factores: se ha descrito que en los modelos de TB inducidos por Zymosan la respuesta

inflamatoria se inicia a las 2 horas de su administracion®?* 239

, por otro lado estudios
previos realizados por nuestro equipo de investigacion(® 120 123 231, 239, 288, 293) pap
comprobado como las 12 horas era el momento de maxima translocacion y a las 24 horas

eran patentes los fenomenos de aclaramiento del proceso.

Seleccionamos las variables estudiadas de forma meticulosa, teniendo en cuenta
los medios de que disponemos y la informacion que podriamos obtener de cada una de
ellas para intentar dar respuesta a los objetivos planteados y comprobar la plausibilidad

de la hipotesis propuesta.

Supervivencia: El valor informativo que aporta esta variable es de vital importancia

en nuestro modelo experimental, fallo multiorganico con alta mortalidad (80-100 % a las
48 horas). Planteamos su estudio a lo largo de los siete primeros dias después de la
administracion del Zymosan considerando que después de éstos, los animales
supervivientes habrian superado la fase aguda del proceso inflamatorio-infeccioso.
Microbiologia: Pone en evidencia la consecuencia de la respuesta inflamatoria
sistémica (translocacion bacteriana) y nos aportara importante informacion sobre las
consecuencias de la modulacion de la inflamacion. Al ser una de las causas del fallo

multiorganico sera de gran interés conocer su evolucion en los tiempos ensayados.
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Funcién renal: La respuesta renal en el intento de control interno de la

homeostasis es de extraordinaria importancia, por ello decidimos valorar su funcion y

planteamos gran parte de los estudios realizados en muestras de tejido de este 6rgano

Infiltracion neutrofilica: Dentro del estudio de la respuesta inflamatoria hemos

valorado la determinacion de la actividad de la enzima mieloperoxidasa, en tejido renal
como marcador de la infiltracion neutrofilica. La mieloperoxidasa es una enzima
especifica de los neutréfilos, contenida en los granulos primarios (azuréfilos) que son
lisosomas que ademas contienen hidrolasas acidas y muramidasa (lisozima). La
comunidad cientifica esta de acuerdo con la relacién directamente proporcional entre el
incremento de la infiltracién neutrofilica y el grado de la lesion inflamatoria, asi como el
aumento de la lesidn organica postperfusion en un modelo de isquemia-reperfusion. El
método seleccionado para valorar este aspecto (determinacion de la actividad de la

mieloperoxidasa) ha demostrado ser uno de los mas exactos, siendo ampliamente usado
en Ia inveStigaCién(44' 55, 135, 151, 178, 246, 260, 261, 263, 265, 280, 358, 403)

Radicales libres del oxigeno: Para el estudio de los RLO, determinamos tres

enzimas del sistema detoxificante: La superoxido dismutasa, la catalasa, y la glutation
peroxidasa y el radical libre anién superéxido, todos ellos en tejido renal. Debemos tener
en cuenta que los neutrdéfilos presentan entre 50-60 toxinas, incluido nicotamina adenina
dinucledtido fosfato oxidasa en la membrana que puede dar lugar a la produccion de
RLO. La participacion de los radicales libres del oxigeno en el proceso inflamatorio ha
sido ampliamente estudiado y plasmado en la bibliografia® 5% 1 118 119 135, 159, 178, 241, 290,
295, 341, 403)

. El hecho conocido del dafio causado por éstos en los tejidos nos decidié a

incluir su estudio en este trabajo.

Citocinas: Como ya comentamos anteriormente, las citocinas mas importantes
implicadas en la modulacién de las CAMs y por consiguiente de la respuesta inflamatoria
son el TNF-a, la IL-1 y el IFN-y®9% %1370 'En nyestro estudio decidimos valorar también la
respuesta de dos citocinas que en determinados momentos ejercen un importante papel
de control de la respuesta inflamatoria intentando autolimitarla y controlarla la IL-6 y la IL-
10,

Oxido _nitrico: Uno de los mediadores mas importantes y Ultimamente mas
estudiados de la respuesta inflamatoria es el NO®? 181 234 291.31%) £ o] modelo planteado

la activacién de la iINOS sera decisiva, como comentaremos posteriormente, en el
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desarrollo de la lesién panendotelial y la instauracion del fallo multiorganico®. Para su
estudio hemos utilizado una técnica indirecta ampliamente refrendada en la bibliografia y

también la valoracién de la activaciéon de la sintasa inducible del NO.

Expresion de CAMs: Como anteriormente comentamos, las moléculas de

adhesion celular son las responsables en ultima instancia de la interaccion leucocito-
endotelio y por tanto de la migracién leucocitaria® 7 11 14 21 25 30,72, 74, 95,126, 199, 212, 228, 262, 263,
326, 350, 395, 397) g regulacion es compleja y posiblemente el control de la misma aportaréa
un arsenal terapéutico muy interesante. Por ello planteamos el estudio de cuatro CAMs:
la P-selectina, muy importante en los primeros momentos de la respuesta inflamatoria y
otras tres pertenecientes a la Superfamilia de las Inmunoglobulinas de gran importancia
en la respuesta inflamatoria y en el reconocimiento antigénico (ICAM-1, VCAM-1 y
PECAM-1).

Activacion de NFkB: El control molecular y genético de la respuesta inflamatoria

es un aspecto de interés crucial™, en este sentido uno de los factores transcripcionales

que controlan esta respuesta es el que estudiamos en la presente Tesis Doctoral.
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2.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En el modelo experimental que se ha desarrollado en el presente trabajo nos
hemos planteado estudiar el sindrome de la respuesta inflamatoria sistémica, sus
consecuencias (translocacion bacteriana y fallo multiorganico) y su control con Celecoxib®
con la doble intencion de incrementar el conocimiento de la fisiopatologia de estos
procesos y profundizar en la comprension de otros mecanismos de accién del farmaco
empleado que puedan ayudar a su utilizacion convencional o incluso abrir nuevos

campos terapéuticos™®* 122,

Los resultados obtenidos, en la valoracion de la mortalidad, en el Grupo Simulado
(100% de supervivencia a los 7 dias) demuestran la viabilidad funcional de las técnicas
empleadas y la inocuidad de los vehiculos utilizados para administrar los farmacos
usados. Por otra parte la agresividad buscada en nuestro estudio queda patente en los
resultados obtenidos con el Grupo Control Zymosan (una mortalidad del 100% a los 2
dias post-Zymosan) los cuales se ajustan a los descritos en otros trabajos cientificos con
modelos experimentales similares®** 47- 203492 A| tratar a los animales con el tratamiento
empleado, en las dosis y momentos descritos, observamos un incremento de la
supervivencia significativo desde el primer dia post-administracién del Zymosan. Como
veremos a continuacion en el estudio de las diferentes variables planteadas se encuentra

la causa de esta menor mortalidad.

El estudio microbioldégico evidencid los siguientes aspectos: que el tipo de

anestesia utilizado, el modelo quirdrgico empleado, la puncién intraabdominal, los
vehiculos de los farmacos empleados y la agresion y estrés ocasionados al animal de
experimentaciéon no inducen TB. Que el Zymosan A administrado intraperitonealmente a
la dosis de 600 mg/kg de peso induce el 100% de TB, a las 12 horas, no observandose el
fendmeno de aclaramiento valorado en otros estudios con dosis menores de Zymosan a
las 24 horas®® 12%%") Estos datos corroboran estudios previos de nuestro grupo®?® 2% 2%

239. 299 y de la comunidad cientifica®® 8 186 236. 359)

. Que en los grupos tratados con
Celecoxib® existe una disminucién significativa con respecto a los grupos controles,
solamente en el estudio sistémico (rifidn y sangre) permaneciendo el local (ganglios

mesentéricos) sin diferencias.
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Como veremos posteriormente la posible causa de esta disminucion de TB es el
control de la respuesta inflamatoria sistémica y una de las consecuencias derivadas sera
la menor induccion de sepsis y fallo multiorgdnico y consecuentemente una menor

mortalidad como ya hemos comprobado.

La valoracion de la funcidn renal es la segunda variable estudiada que nos
termina por contestar a la pregunta: ¢es el Celecoxib® beneficioso en el modelo
experimental planteado? Igualmente que en la variable anterior observamos la alta
agresividad del modelo aplicado y un mantenimiento de la funcion organica en los
animales tratados. Este mantenimiento de la funcion organica ha sido puesto de

manifiesto por otros autores, en diferentes modelos experimentales®* 53 80 74. 90. 94, 124, 190,

274, 317, 332, 364, 379)

Los mecanismos, desarrollados localmente en el rifién y que influyen de manera
esencial en la mejoria de la funcién renal podrian ser:
. Disminucién del efecto de contraccién mesangial inducida por los RLO®%®),
. Mantenimiento de una respuesta inflamatoria menor y ausencia de fallo

multiorgénico.

Las causas que pueden conducir a esta significativa disminucién de la morbi—
mortalidad son muchas y dependientes de la regulacion de la respuesta inflamatoria por
parte de los farmacos empleados (disminucién del rodamiento y adhesion leucocitaria,
disminucion del fenomeno de no reflujo postisquémico, modulacién de la infiltracion
neutrofilica, disminucion de produccion de RLO y citocinas proinflamatorias, control de la

transcripcién nuclear, etc.), aspectos que desarrollaremos a continuacion.

El estudio de la infiltracion neutrofilica utilizando como marcador la determinacion

de la actividad de la mieloperoxidasa en tejido renal, revel6 un incremento significativo en
el Grupo Control Zymosan desde las 12 horas después de su administracién que seguia
incrementandose significativamente incluso a las 24 horas. Este incremento de la
infiltracién neutrofilica y su relacion directamente proporcional con el dafio ocasionado en

la inflamacién ha sido ampliamente demostrado y publicado™?: 24 44 48. 35 56. 60, 126, 130, 151, 174,

175, 197, 198, 202, 206, 215, 253, 312, 335, 339, 368)

La significativa disminucién de la infiltracion neutrofilica detectada en los grupos

tratados con Celecoxib® nos revela la modulacién que se induce en la activacion
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leucocitaria e interaccién leucocito-endotelio. Varios autores ya han demostrado un
descenso del rodamiento leucocitario postreperfusion o en otros fenémenos inflamatorios,
de la adhesion leucocitaria de la infiltracion neutrofilica y de otros fenbmenos como el no

reﬂUjO postisquémico(24, 51, 53, 60, 90, 94, 124, 187-188, 190, 259, 364)

El mecanismo podria ser debido a la reaccién con los RLO originados localmente
durante la respuesta inflamatoria® 9. Los RLO, entre otros mediadores, son responsables
de incrementar la llegada al foco de las células inflamatorias, de la activacion de los
leucocitos polinucleares neutréfilos y de la expresion de las moléculas de adhesion por
parte del endotelio y de los leucocitos iniciandose de este modo la infiltracién. Kurose®®
y Farhood™®® muestran en sus trabajos sobre el dafio en la I-R en rifién de rata, c6mo la
activacion de los neutrdfilos y posterior expresion de las CAM son claves para la

migracién, y en esa activacion son los RLO los que juegan un papel esencial.

No descartamos que la propia regulacion de la respuesta inflamatoria con la
disminucion de la produccién de citocinas proinflamatorias y la menor expresion de CAM,
junto con la menor activacién neutrofilica y de sus proteinas snare, o incluso la actuacion
directa sobre los mecanismos transcripcionales que regulan la expresion de las diferentes

CAMs, sean también responsables del control de la infiltracion neutrofilica.

La importancia del estado oxidativo en la respuesta inflamatoria es de vital

importancia, por ello el estudio de los radicales libres del oxigeno en el fenbmeno

inflamatorio ha sido muy intenso y el consenso de la comunidad cientifica en cuanto a sus

efectos unénime(lS, 55, 111, 124-126, 159, 178, 195, 241, 287, 295, 342, 403) (Figura 16)

Peroxidacion lipidica
Aumento permeabilidad

Alteraciones:
- aumento

- disminucién
- disfuncion

ENZIMAS

Mutaciones:
- traslocaciones
- delecciones

Figura 16.- Efectos de los radicales libres del oxigeno.
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Segin Von Ausmuth y cols.®™®

la respuesta inflamatoria sistémica tras la
administracion de Zymosan es muy precoz, pudiéndose encontrar niveles elevados de

radicales libres del oxigeno de manera significativa a las 2 horas postagresion.

Nuestros resultados demuestran un fuerte incremento de la actividad enzimética
del sistema defensivo (SOD, CAT y GPX) en los grupos Control Zymosan que se
corrobora con la elevacién de casi 200 veces en la produccion de anién superéxido; en
este sentido se demuestra, que a pesar de la puesta en marcha de los mecanismos
detoxificantes, éstos son insuficientes para eliminar la explosion oxidativa de la respuesta

inflamatoria originada en el modelo experimental utilizado.

La disminucion significativa observada en los grupos Celecoxib® corrobora la
menor morbi-mortalidad observada (mayor supervivencia, menor translocacion bacteriana

y la preservacion de la funcign)(2* 187, 274, 364, 379)

Probablemente las causas de la disminucion de los RLO en el grupo tratados,

sean por orden de importancia:

1. La disminucion de la activacion e infiltracion neutrofilica; los neutrofilos son
junto al endotelio los productores principales de estas moléculas. Bath
demuestra en modelos in vivo una drastica disminucion de la infiltracion
neutrofilica al bloqueo de RLO con NO®?. También Dagher comprueba
una disminucion de la produccion de radicales libres del oxigeno usando
un precursor de NO, L-arginina, en un modelo de isquemia reperfusion

renal”,

2. Posiblemente también la menor produccion de TNF-a y de otros
mediadores de la respuesta inflamatoria y el control de la transcripcion
nuclear como veremos mas adelante (Figura 17) sean también aspectos

importantes en este control.
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Figura 17.- RLO transcripcion nuclear y TNF-a.

El 6éxido nitrico es uno de los mas importantes mediadores de la respuesta
inflamatoria; en nuestro estudio comprobamos como su produccién se ve incrementada
de forma significativa en los grupos control Zymosan, posiblemente esto sea debido a la
activacion de la iNOS, tal y como comprobamos en nuestros resultados, dependiente de
multiples factores como la produccion de RLO, la liberacion de citocinas proinflamatorias,

la activacion de NFkB, etc, (113 115 205,220,244, 266)

La mayor produccion de NO conllevara un incremento de la respuesta inflamatoria
ya que de su reaccion con los RLO se derivara una mayor peroxidacion lipidica al mismo
tiempo estimulara la activacion de factores transcripcionales como NFkB los cuales
incrementaran la expresion de CAMs y la interaccion leucocito-endotelio ocasionando

como resultado final una mayor lesion inflamatoria (Figura 18).

Dafio endotelial mediado por:
« Anticuerpos
» Complemento
« Fibri S * Complemento
Fibrina - Adhesion
* Plaquetas - Migracion
« PMN - Fibrosis

Oclusién Vascular
Ruptura Capilar
Necrosis Isquémica

Figura 18.- Lesion endotelial y tisular post-inflamacion.
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La influencia de las citocinas proinflamatorias, entre ellas TNF-a, IL-1 e INF-y, en
la modulacion de la expresion de las CAMs, induciéndolas como en el caso de ICAM-1,
VCAM-1, LFA-1 y E-selectina, o liberAndolas como ocurre con la P-selectina, esta
demostrada " 230 277, 278, 327, 368, 371, 399) Tampjén conocemos la estimulacién e incremento
de la adhesividad en los neutréfilos por el TNF-g (192 230. 251, 277,327, 399) @ ncluso su efecto
sobre la activacion del factor transcripcional NFkB®* 2, Por estos motivos sospechamos
gue un posible mecanismo de accion en el efecto beneficioso del farmaco estudiado
podria ser la regulacién de la produccién de citocinas®’ 12+ 188. 259. 305, 361) ' pqr aestydios
realizados anteriormente (en modelos menos agresivos de TB sin fallo multiorgénico),
sabemos que existe un pico elevado de TNF-a a las 2 horas, existiendo un descenso de
forma significativa a las 6 horas. Se piensa que este primer pico de TNF-a se debe més a
la propia agresién del Zymosan, como ha demostrado Von Asmuth en su modelo®’®, que
al estimulo producido por las bacterias ya translocadas en ese momento de la agresion.
Los resultados observados en nuestro trabajo evidencian un incremento de las citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1 e INF-y) en los grupos Zymosan que disminuyen de forma

altamente significativa al ser tratados con Celecoxib®.

Los mecanismos implicados en el descenso de los niveles de las citocinas

pudieran ser:

. Disminucién de la activacion neutrofilica: los neutréfilos son responsables de
su sintesis y células diana de sus acciones. En relacion con este
razonamiento es interesante apuntar que el TNF-a liberado por neutrofilos
induciria la liberacion de RLO por otros neutrofilos, quienes a su vez,
aumentarian el dafio, entre otras, en las células endoteliales, favoreciéndose
asi el fenémeno de migracién leucocitaria®®. El descenso en el TNF-a

bloquearia este proceso de activacion autocrina en neutrofilos.

. Por su parte el TNF-a activa el factor transcripcional NFKB que estimula la
expresion de las CAM. La disminucion del TNF-a, podria conducir a una
menor activacion del factor transcripcional, y por tanto menor expresion de
las CAM; esto ultimo, conllevaria una disminucion en la infiltracion

neutrofilica®.

. El factor transcripcional NFKB de localizacion citoplasmatica, también esta
implicado en los mecanismos de sintesis de las citocinas que hemos

estudiado en nuestro trabajo. Al disminuirse en el foco inflamatorio la
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presencia de RLO (menor infiltracion neutrofilica), disminuir4 el ambiente

oxidativo intracelular que favorece la activacion del factor transcripcional

NFKB y de esta manera la produccién de estas citocinas® %),

Al observar estos resultados, decidimos estudiar dos citocinas reguladoras de la

respuesta inflamatoria como son la IL-6 y la IL-10.

Los Grupos Celecoxib® no presentaron ningn cambio, con respecto al Grupo

Zymosan en la concentracion de esta citocinas de gran importancia en el control de dicha

respuesta (Figura 19).

PGE, TNF-a
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Figura 19.- Regulacion de la inflamacion por la IL-6 e IL-10.

La corroboracion de la disminucién de la expresion de las moléculas de adhesion

celular estudiadas, aungque siguen siendo significativamente superiores a las detectadas

en el grupo Simulado, unido a la menor infiltracién neutrofilica se traduce en un efecto

protector de primer orden en el sindrome de la respuesta inflamatoria sistémica que

pudiera ser la clave del efecto beneficioso del Celecoxib®. En nuestro estudio, la menor

expresion detectada en ICAM-1, VCAM-1 y P-selectina determinard una menor

interaccion leucocito-endotelio y consecuentemente una menor infiltracion neutrofilica,

aspecto éste directamente relacionado con el dafio en la respuesta inflamatoria; a su vez

la menor activacién e infiltracion neutrofilica conducird a una menor producciéon de

radicales libres del oxigeno causantes de lesion tisular, éstos a su vez, como mediadores
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inflamatorios de primer orden, tienen la capacidad de activar factores transcripcionales
como NFkB responsable, como vimos en apartados anteriores, de la produccion de
diferentes citocinas proinflamatorias como el TNF-qa, la IL-1 y el INF-y responsables del
incremento de la expresion de CAMs y en el caso del TNF-a del incremento de
produccibn de RLO. Todo ello redundara en una menor lesién tisular con un
mantenimiento de la funcion del érgano y consecuentemente una menor morbi-
mortalidad. La no detecciébn de expresidon de la molécula PECAM-1 se debe,
posiblemente, a que en el modelo experimental utilizado ésta sea mas tardia (hacia las

48 horas) y en el momento que ha sido estudiada fuera ya inapreciable.

Teniendo en cuenta estos resultados, y para evaluar otros posibles mecanismos

de accibén, decidimos estudiar la activacion del factor transcripcional nuclear kKB que como

sabemos regula multiples genes responsables de la produccion de, por ejemplo, TNF-q,
IL-2, VCAM-1, INF-y, etc. A pesar de comprobar en nuestro estudio una disminucion
significativa de la activacién de este factor nuclear en el caso de los Grupos Celecoxib®,
no tenemos elementos suficientes para asegurar una accion directa de este farmaco,
pudiendo deberse a la modulacion observada en la respuesta inflamatoria de forma
global.
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VI. CONCLUSIONES
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1. El modelo y disefio experimentales desarrollados, han demostrado ser validos
para el estudio de la hipotesis y objetivos planteados. La dosis de Zymosan A
empleada, induce un sindrome de la respuesta inflamatoria sistémica que
provoca una translocacion bacteriana y un fallo multiorganico con alta

mortalidad.

2. El estudio de la respuesta inflamatoria evidencia una grave alteraciéon que

conduce a una disfuncion orgénica severa y generalizada.

3. El Inhibidor de la COX, Celecoxib®, a pesar de utilizarse a altas dosis, ha
presentado una modesta regulacion de la respuesta inflamatoria, esto unido a
la ausencia de control de la expresion de CAMs y de activacién del factor
transcripcional kB nos hacen pensar que el modelo experimental empleado no
sea el mas correcto para la evaluacién profilactica del farmaco y por ello
pensamos que se deben utilizar otros, menos agresivos, donde no aparezca el

fallo multiorgénico.
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