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RESUMEN

El pancreas es un d6rgano que presenta una funcion mixta; una exocrina y una
endocrina. Se denomina pancreatitis aguda a la inflamacién del pancreas, en la cual,
las enzimas producidas por dicho 6érgano se activan intracelularmente, provocando la
digestion del propio tejido. El colesterol es un compuesto vital, esencial en la formacion
de la membrana celular, la produccién de hormonas sexuales y la formacion de sales
biliares, entre otras funciones. Aunque cada lipido posee efectos especificos en células
y tejidos, la acumulacién de colesterol se considera dafiino para el funcionamiento
adecuado del organismo. A pesar de su relevancia, no existen estudios sobre el efecto
gue puede tener una dieta alta en colesterol en el inicio y progresion de la pancreatitis
aguda. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la contribucion del colesterol
durante el desarrollo de la pancreatitis aguda en un modelo preclinico de pancreatitis
inducida por ceruleina (Cn). Nuestros datos muestran que el tratamiento con una dieta
alta en colesterol (HC) aumenta el contenido de grasa visceral en los animales,
mientras que el tratamiento con ceruleina (Cn) y el cotratameinto (HC+Cn),
incrementan el peso del pancreas. El analisis histoldgico realizado con tincién de H&E,
muestra que la dieta HC y los tratamientos con Cn promueven la presencia de edema,
dafio celular y presencia de infiltrado inflamatorio, pardmetros que se incrementan
significativamente, sin embargo, solo la dieta HC causa el depoésito de grasa en el
parénquima. Por otro lado, nosotros encontramos por medio de andlisis de IHC e IF,
la presencia de células del infiltrado inflamatorio y una alteracion en la distribucion de
la amilasa dentro del parénquima pancreatico tanto en los grupos tratados con la dieta
HC como en los tratados con Cn. El perfil bioquimico muestra sorpresivamente un
incremento estadisticamente significativo en la actividad de la amilasa y la lipasa
séricas en el grupo de dieta HC asi como en todos los otros grupos de dafio ( Cn,
HC+Cn), respecto al control. El incremento en las enzimas pancreaticas en los
animales HC, indica que el HC, sin necesidad de otra agresion estd provocando
pancreatitis aguda. En conclusion, este trabajo provee evidencia que indica que la
dieta HC provoca un dafio generalizado al pancreas en diferentes pardmetros

asociados con la pancreatitis aguda y que no es necesaria la induccion de la
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pancreatitis con Cn ya que solo la ingesta de la dieta HC es suficiente para provocarla.
Estos datos resultan de gran interés, debido a que una dieta alta en colesterol puede
ser el agente inductor en el desarrollo de la pancreatitis aguda. Los datos obtenidos
en el presente trabajo abren una nueva perspectiva a futuro, que seria la de evaluar el
mecanismo molecular por el cual el colesterol induce la pancreatitis en el modelo

murino utilizado.
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ABSTRACT

The pancreas is an organ that has a mixed function an exocrine and an endocrine one.
Acute pancreatitis is the inflammation of the pancreas, in which the enzymes produced
by the pancreas are activated intracellularly, causing the digestion of the tissue itself.
Cholesterol is a vital compound, essential in the formation of the cell membrane, the
production of sexual hormones, and the bile salts synthesis, among other functions.
Although each lipid has physiological specific effects on cells and tissues, the
accumulation of cholesterol has been considered harmful. Despite its relevance, there
are no studies on the effect that a high-cholesterol diet could have on the onset and
progression of acute pancreatitis. The present work aimed to determine the contribution
of cholesterol during the development of acute pancreatitis in a preclinical model
induced by cerulein (Cn). Our data show that high cholesterol (HC) diet increases
visceral fat content in animals, while treatment with Cn and co-treatment (HC+Cn)
increases pancreas weight. The histological analysis performed with H&E staining
shows that HC diet and Cn treatments significantly increased the presence of edema,
cell damage, and presence of inflammatory infiltrate. However, only HC diet group
presents fat deposition in the pancreas parenchyma. On the other hand, we found
through analysis of IHC and IF, an inflammatory infiltrate and an alteration in the

distribution of amylase within the pancreatic parenchyma in all experimental groups.

The biochemical profile surprisingly shows a statistically significant increase in serum
amylase and lipase activity in all groups (HC, Cn, HC + Cn), compared to the control.
The increase in pancreatic enzymes in HC animals indicates that HC, without the need
for other aggression, is able to induce pancreatitis. In conclusion, this work provides
evidence indicating that the HC diet causes widespread damage to the pancreas in
different parameters associated with acute pancreatitis. These data are of great interest
because a high-cholesterol diet could be the inductor of acute pancreatitis. The data

obtained in the present work open a new perspective for the future, which would be to
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determine the molecular mechanism by which cholesterol induces pancreatitis in the

murine model used.
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1.-Introduccion
1.1. Generalidades del pancreas

El pancreas es un 6rgano que pertenece al sistema digestivo, el cual anatdbmicamente
se ubica en el retroperitoneo y esta dividido en tres secciones: cabeza, cuerpo y cola,
la cabeza del pancreas colinda con el duodeno y la cola con el bazo (Figura 1). El
pancreas cumple con dos funciones, una exocrina y una endocrina, la funcion exocrina
del pancreas, lleva a cabo la sintesis de enzimas digestivas, como la lipasa, amilasa y
tripsina, las cuales son enzimas encargadas de la hidrdlisis de lipidos, carbohidratos y
proteinas, mientras que la funcion endocrina se encarga de producir hormonas como
la insulina y el glucagon, las cuales ayudan a mantener la homeostasis de la glucosa
sérica. (Takita et al., 2019).

El parénquima pancreatico esta formado por diferentes estructuras celulares entre las
gue destacan: los islotes de Langerhans, los ductos del pancreas y finalmente los
acinos pancredticos, estas estructuras se componen de células endocrinas, ductales
y acinares, respectivamente (Beger, 2018) (Figura 1). La mayor parte del pancreas se
compone por las células exocrinas, del 100% de tejido exocrino, el 80% corresponde
a las células acinares, mientras que el 20% restante lo conforman las células ductales
y células estelares pancreaticas. Solo el 2% del tejido pancreatico total, corresponde

al pancreas endocrino es decir a las células de los islotes de Langerhans (Leung, 2010)

Las células acinares son el tipo celular mas abundante del parénquima pancreético y
son las encargadas de llevar a cabo la funcion exocrina del pancreas, por lo tanto el
mal funcionamiento de estas células, puede inducir una respuesta patolégica conocida
como pancreatitis aguda (PA), la cual se caracteriza por ser una enfermedad que
puede ocasionar una falla multiorganica grave y que requiere de hospitalizacion y

cuidados intensivos (Alvarez et al., 2023).
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Figura 1.- Anatomia del pancreas. Tomada de https://www.share4rare.org/es/library/pancreatic-rare-
tumours/introduccion-al-pancreas, Enero 2023

1.2. Pancreatitis aguda

Se denomina pancreatitis aguda a la inflamacién del pancreas, en la cual las enzimas
hidroliticas se activan intracelularmente, provocando la digestion del propio tejido
pancredtico y es una de las enfermedades gastrointestinales que, con mayor
frecuencia, requieren de atencion hospitalaria (Ramanathan & Aadam, 2019). Se
caracteriza por ser una enfermedad de caracter inflamatorio a nivel local y sistémico
(Banks et al., 2013). El diagndstico clinico de la PA, se basa en el analisis sérico de
los niveles de amilasa y lipasa pancreaticas, apoyado de estudios de imagen, como
ultrasonido y radiografias (Ahmed Ali et al., 2016). La etiologia mas comun de la
pancreatitis aguda es la obstruccion del conducto pancreatico causada por calculos
biliares, también puede deberse al consumo de alcohol, asi como a intervenciones
quirargicas, como la colangiopancreatografia retrégrada endoscoépica (CPRE). Otros
factores que pueden provocar pancreatitis aguda, aunque en menor proporcion, son la
hiperlipidemia, las infecciones virales, algunos farmacos, asi como la hipercalcemia
(Senosiain etal.,, 2013; Wang et al.,, 2009). Durante la agresién al pancreas se

producen alteraciones moleculares en las vias de sefializacion y disfuncion de los
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organelos que inducen una falla en la funcion celular (Figura 2) (Ramanathan &
Aadam, 2019).

1.3. Inflamacidén

Entre las caracteristicas mas importantes de la pancreatitis aguda estan la inflamacién,
con reclutamiento de leucocitos. Los mediadores inflamatorios parecen jugar un papel
critico en la patogenia de la PA y determinar la gravedad de la enfermedad. En etapas
tempranas de la PA, la lesion de las células acinares conduce a la liberacion de
mediadores proinflamatorios, infiltracion de células inmunitarias e inflamacion
(Watanabe et al., 2017). Los macréfagos y los neutréfilos, representan la mayoria de
las células reclutadas durante la inflamacién en la PA (Pastor et al., 2003; Pittman &
Kubes, 2013; Watanabe et al., 2017) (Figura 2).

Los macréfagos son las principales células inmunes innatas reclutadas en la respuesta
temprana de la en la patogénesis de la PA (Pastor et al., 2003; Sakai et al., 2003;
Sendler et al., 2018). La deteccion de células positivas para F4/80 o células positivas
para CD68 en el pancreas mediante inmunofluorescencia o inmunohistoquimica es el
método principal para detectar infiltrado de macréfagos en ratones (Vrolyk & Singh,
2020; J. Wu etal.,, 2019). Los neutréfilos son un tipo de células inmunes
polimorfonucleares y representan el 60-70% de los leucocitos circulantes (Castanheira
& Kubes, 2019; Pittman & Kubes, 2013). Los neutrofilos son reclutados en los sitios de
inflamacion, limpiando el parénquima de las células necréticas y promueven la
reparacion del tejido. Para los modelos murinos de PA, se considera que las células
positivas para mieloperoxidasa (MPO) o las células positivas para la proteina G6d del
complejo de antigeno de linfocitos (Ly6G), son indicadoras de infiltrado de neutréfilos
y pueden detectarse mediante inmunohistoquimica, inmunofluorescencia o analisis
sérico (Castanheira & Kubes, 2019; Gamez-Belmonte et al., 2018; Murthy et al., 2019).
La activacion descontrolada del sistema inmune, conduce a la inflamacién sistémica

asociada con la PA, lo que conlleva a una falla organica mdultiple, agravando la
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enfermedad y pudiendo causar la posible muerte del paciente (Dawra et al., 2011,
Pastor et al., 2003; Watanabe et al., 2017).

Diversos reportes indican que una dieta alta en lipidos puede exacerbar notablemente
la respuesta inflamatoria en la PA (Hong et al., 2020). Se ha reportado que los niveles
plasmaticos elevados de triglicéridos y colesterol provocan isquemia local en el tejido,
la cual provoca un incremento de los niveles de lactato, causando acidosis celular, por
lo que, la toxicidad de los acidos grasos libres aumenta y esto constituye un evento
clave para la activacion prematura de tripsinégeno a tripsina (Scherer, Singh,
Pitchumoni, & Yadav, 2014). La tripsina se activa prematuramente en las células
acinares y activa otras hidrolasas digestivas de forma patolégica, culminando
finalmente en la "digestion” de las células acinares (Saluja et al., 2019) (Figura 2). Una
dieta alta en lipidos puede exacerbar notablemente la respuesta inflamatoria en

enfermedades de este tipo (Hong et al., 2020).

1.4. Eventos moleculares en la PA

Los principales eventos moleculares que ocurren en las células acinares durante la
pancreatitis aguda incluyen la sefalizacion sostenida del calcio intracelular (Murphy
et al., 2008; Wen et al., 2015), disfunciéon mitocondrial (Biczo et al., 2018; Mukherjee
et al., 2016), activacion prematura del tripsindogeno (Dawra et al., 2011; Halangk et al.,
2000; Saluja etal.,, 2019), estrés de reticulo endoplasmico (RE), una deficiente
respuesta a proteinas mal plegadas (UPR por sus siglas en inglés unfolded protein
response) (Lugea et al., 2011, 2017; J. S. Wu et al,, 2016) y una autofagia alterada
(Biczo et al., 2018; Mareninova et al., 2020) (Figura 2). Sin embargo, no se conoce el
efecto que puede tener una dieta alta en colesterol en los principales eventos

moleculares que caracterizan a la pancreatitis aguda.
La respuesta inflamatoria también se incrementa en la PA, se encuentra una

produccion aumentada de citocinas inflamatorias, como la interleucina (IL)-1, IL-6, y el

factor de necrosis tumoral a (TNFa). Esta produccion de citocinas inflamatorias se
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debe a la disrupcién de los acinos pancreaticos, formados por células acinares, las
cuales son las encargadas de producir los zimdgenos de las enzimas digestivas. En
presencia de dafio al tejido pancreatico, estas enzimas de activan de manera temprana
en el interior de la célula acinar, causando la digestion del propio tejido y la produccién

de las citocinas inflamatorias (Bhatia et al., 2005).

Otro de los principales eventos de dafio que ocurren en la pancreatitis aguda es el
estrés de reticulo endoplasmico, el cual es causado por el incremento intracelular de
Ca?*. El Ca?* es un ion cuya concentracion esta fuertemente regulada en las células
pancreaticas (Wen et al., 2016). En estado de reposo, las células acinares presentan
oscilaciones pequefias en los niveles de Ca?*. En condiciones fisiolégicas, la
estimulacion maxima de estas células por sustancias como la acetilcolina o la
colecistocinina se asocia con aumento en la frecuencia de estas oscilaciones de Ca?*,
sin cambios significativos en su amplitud; este aumento de frecuencia desencadena
activacion de cinasas dependientes de calcio como la calmodulina, y que llevan a cabo
procesos de exocitosis (Alvarez Aguilar & Dobles Ramirez, 2023). En contraste, las
concentraciones elevadas de secretagogos se asocian con espigas de Ca?* de mayor
amplitud, las cuales bloquean subsecuentes oscilaciones a nivel intracelular de calcio

e inhiben la secrecion de vesiculas por distintos mecanismos (P. Singh & Garg, 2016).

Debido al aumento desregulado en el Ca?* citosélico por factores toxicos y estrés
celular ocurre el estrés del reticulo endoplasmico (Figura 2), lo cual conlleva a la
activacion de la UPR (Lugea et al., 2017; J. S. Wu et al., 2016). La UPR esta regulada
por la actividad de la enzima que requiere inositol 1 (IRE1), y por la proteina cinasa de
reticulo de tipo ARN (PERK), la activacion persistente de PERK induce una regulacion
positiva de la proteina homologa C / EBP (CHOP) que conlleva a eventos de muerte

celular, lo cual puede agravar la pancreatitis aguda (Lugea et al., 2017).

Se ha observado que los niveles anormales de Ca?* causan también disfuncion
mitocondrial, por la formacion del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial.

Todo esto lleva a una secrecion ductal y acinar anormal, activacion intracelular de
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zimdgenos y la disfuncién de organelos y necrosis (Bhatia et al., 2005; Maléth & Hegyi,
2016). Sin embargo, el factor nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2) en la pancreatitis
ha demostrado tener un efecto protector al controlar el estrés oxidante y la respuesta
inflamatoria al inducir la expresion de superoxido dismutasa y reducir el nivel de
amilasa (Fu et al., 2020).
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Figura 2.- Etiologias y principales mecanismos moleculares en el desarrollo de la pancreatitis
aguda. Tomada de Saluja, et al., 2019.

1.5. El colesterol

El colesterol es un componente estructural vital de las membranas celulares que ayuda
a mantener la fluidez adecuada en la membrana. Es precursor de la sintesis de las
hormonas sexuales, corticosteroides, acidos biliares y vitamina D (Cortes, 2014).
Existen 2 fuentes para obtener el colesterol que el organismo requiere, una fuente
exdgena que proviene de la dieta, y una endégena cuyo principal érgano productor y

regulador de su homeostasis es el higado, aunque todas las células del organismo
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tienen capacidad de sintetizarlo (Cofan Pujol, 2014). La homeostasis del colesterol se
logra equilibrando la sintesis enddgena, la absorcion intestinal y la secrecién de acidos
biliares y colesterol. Dado que los acidos biliares son reabsorbidos eficientemente y
una parte del colesterol biliar es reabsorbido en el intestino, el balance global del
colesterol depende de las entradas, es decir por la sintesis y lo ingerido por la dieta
(Luo et al., 2020). Brevemente, la sintesis de colesterol comienza a partir de acetil-
CoA e involucra acciones concertadas de mas de 20 enzimas, la mayoria de las cuales
se localizan en la membrana del reticulo endoplasmico liso (REL) (Black et al., 2005).
El colesterol ingerido en la dieta es absorbido por la proteina Niemann-Pick tipo C1
(NPC1), en la superficie apical de los enterocitos en el intestino (Altmann et al., 2004),
posteriormente el colesterol de la dieta es liberado al torrente en forma de
guilomicrones, los cuales seran absorbidos por el higado; El higado es el sitio principal
de la biosintesis del colesterol y entrega tanto el colesterol sintetizado endégenamente
como el colesterol adquirido exdgenamente al torrente sanguineo en forma de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las cuales en el torrente, generan
lipoproteinas de baja densidad (LDL) circulantes, que pueden ser captadas por las
células periféricas a través de la endocitosis mediada por receptores (Goldstein et al.,
2009).

Dentro de la célula, el colesterol se transporta dinAmicamente entre varios organelos
mediante mecanismos vesiculares y no vesiculares para cumplir sus funciones
multifacéticas (Maxfield et al., 2010). El exceso de colesterol se puede exportar
conjugado con la apolipoproteina A-I (apoA-I) producida por el higado, el intestino y el
pancreas a través de mecanismos pasivos 0 activos para generar lipoproteinas de alta
densidad (HDL) (Phillips et al., 2014). El exceso de colesterol es esterificado por la Acil
coenzima A-colesterol aciltransferasa (ACAT) a ésteres de colesterol (Chang et al.,
2009), que se almacenan como un reservorio de colesterol en gotas lipidicas en el
citosol o se liberan como un constituyente principal de las lipoproteinas plasmaticas,

incluidos los quilomicrones, VLDL, LDL y HDL antes mencionados.

Las HDL finalmente se transportan desde los tejidos periféricos de regreso al higado

y al intestino, donde el colesterol se recicla o elimina, asi como a los Grganos
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esteroidogénicos, donde el colesterol se usa para generar hormonas esteroides. Estos
procesos estan estrechamente gobernados por mdltiples circuitos reguladores
transcripcionales y postraduccionales que funcionan como un sistema integrador
capaz de responder a diversas sefales intracelulares y fisiologicas para garantizar la

homeostasis del colesterol (Luo et al., 2020).
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Figura 3.- Principales vias del metabolismo del colesterol en la célula.Tomada de Luo, et al., 2020.

1.6. Niveles elevados de lipidos, incluido el colesterol y su relacion con la PA

Una dieta alta en lipidos, altera procesos metabélicos que resultan ser perjudiciales
debido a un incremento del estrés oxidante inducido por el aumento de la produccion
de ROS a traves de la oxidacion de &cidos grasos en la mitocondria y un incremento
del estado inflamatorio, caracterizado por niveles mas altos de citocinas
proinflamatorias (Matsuzawa-Nagata et al., 2008). Los pacientes con PA reportan que
experimentan dolor abdominal después de comer alimentos grasos, que a menudo
pueden funcionar de manera sinérgica con otras etiologias de la PA como los célculos

biliares o el abuso de alcohol (Hong et al., 2020).
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Los niveles elevados de colesterol plasmético generan una condicion llamada
hipercolesterolemia. Las principales implicaciones patolégicas de la
hipercolesterolemia en el pancreas provocan un deterioro funcional y muerte de las
células B pancreaticas (Paul et al., 2016). El colesterol plasmatico elevado se puede
asociar con niveles elevados de lipoproteinas ricas en triglicéridos (LDL y VLDL), el
contenido proteico y lipidico de las mismas es hidrolizado hasta formar amino&cidos,
triglicéridos y colesterol no esterificado. El colesterol no esterificado es toxico para las
células por encima de una cierta concentracion y, por tanto, debe ser convertido por la
enzima ACAT, en ésteres de colesterol, de esta forma pueden ser guardados como
reservorio celular de colesterol (Chang etal., 2006, 2009; Yang et al.,, 2020). El
contenido elevado de triglicéridos plasmaticos se conoce como hipertrigliceridemia, la
cual se considera como la tercera causa de desarrollar PA, se caracteriza por
presentar niveles altos de triglicéridos en sangre y esta condicion se asocia con una
etiologia de la PA en la poblacion occidental (Senosiain et al., 2013). La presentacion
clinica es similar a la de la pancreatitis de otras etiologias, pero el curso de la PA

hipertrigliceridémica parece ser mas grave y mas recurrente (Senosiain et al., 2013).

Se sabe que el colesterol se transporta en la circulacion a través de lipoproteinas.
Segun su densidad, las lipoproteinas se clasifican en quilomicrones, VLDL, LDL, y
HDL. Las VLDL son ricas en triglicéridos y son exocitadas por las células del tejido
hepético y puestas en circulacion (Yang et al., 2020). Recientemente, se ha reportado
gue el pancreas exocrino también expresa VLDLR (Human Protein Atlas
proteinatlas.org). VLDLR es una proteina que pertenece a la familia de los receptores
de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) (Nimpf, 2000). Para mediar la transduccién,

VLDLR debe ser fosforilado en residuos de serina por la proteina cinasa C (PKC).

Estos hallazgos sugieren que los miembros de la familia LDLR pueden participar en
varias vias de transduccion, incluida la adhesion celular y trafico de vesiculas (Bu et al.,
2001). Estudios clinicos han demostrado que los niveles séricos elevados de LDL se
asocian con la gravedad de la PA (Khan et al., 2013; Q. Wu et al., 2020). La pérdida
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de la homeostasis del colesterol, deberia ser particularmente perjudicial para la
homeostasis y las funciones de las células acinares, ya que la maduracion y secrecion
de los granulos de zimégeno y la recuperacién y el reciclaje de la membrana después
de la exocitosis dependen de la renovacion eficiente de los componentes lipidicos de

las membranas (Mareninova et al., 2021).

Por lo tanto, la homeostasis del colesterol celular es de vital importancia para prevenir
el desarrollo de enfermedades metabdlicas como la PA, esta homeostasis celular de
colesterol, puede estar regulada por los lisosomas, a través de la proteina Niemann-
Pick C1 (NPC1) (Klionsky et al., 2014). Sin embargo, aun no hay estudios claros y

suficientes que aborden los eventos en respuesta al dafio en el pancreas exocrino.

1.7. Modelo experimental de pancreatitis aguda

El pancreas es un érgano cuya posicion anatomica, complica el acceso para el estudio
de su funcion celular, la cual es de gran interés para estudios bioquimicos, fisiolégicos,
médicos y quirargicos. Los modelos experimentales sirven como una herramienta util
para el estudio de la pancreatitis y ayudan a comprender la enfermedad humana y las

diferentes etiologias que pueden causarla.

Los modelos mas usados para el estudio de la PA se basan en la administracion de
ceruleina (Cn), la cual es un péptido homélogo de la Colecistoquinina (CCK), que
causa la activacion del receptor de Colecistoquinina (CCKR) en las células acinares,
incrementa la movilizacién intracelular de Ca?* provocando hiperestimulacion de la
excrecion de granulos de zimogeno (GZ)y la consecuente acumulacion intracelular de
los GZ que pueden colocalizar membranalmente con los lisosomas y culminar en la
activacion del contenido hidrolitico de ambas estructuras celulares, esto provoca estrés
oxidante, muerte celular, inflamacion, edema, y la digestion del tejido pancreético
(Bansod et al., 2021; Fu et al., 2020; Palestino-Dominguez et al., 2018; Xiong, Li,
Zheng, & Liu, 2019). El modelo de Cn se utiliza para inducir pancreatitis aguda en

roedores, es el mas utilizado debido a su reproducibilidad, facilidad de induccion y que
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es un modelo no invasivo (Lerch & Gorelick, 2013). Estos modelos a menudo suelen
ir acompafados de otro tratamiento que asemeje las diferentes etologias de la PA,
como alcohol, tabaco, &cidos biliares y lipidos. Dado que el modelo de Cn es el mas
utilizado en la induccién de la PA experimental y que asemeja al dafio producido en el
pancreas humano, ademas que en el grupo hay experiencia previa con él, en este
trabajo se utilizé este modelo con el fin de estudiar la contribucién del colesterol en la

respuesta fisioldgica y bioquimica en el modelo de pancreatitis inducida por Cn.

2. Justificacion

La incidencia global de la PA es de 34 individuos afectados por cada 100,000 y ha ido
en aumento (Petrov & Yadav, 2019), y es uno de los trastornos gastrointestinales mas
comunes que causa hospitalizacion. Este padecimiento requiere de una atencion
especializada inmediata, ya que puede ser mortal para el paciente. En México se ha
reportado que la PA presenta una tasa de mortalidad que va desde un 15 hasta un
30% de los casos (Arredondo et al., 2021). La PA es una enfermedad comun que
representa aproximadamente 2% del ingreso hospitalario en nuestro pais, con una
incidencia de 10 a 46 casos por cada 100,000 habitantes por afio (Arredondo et al.,
2021). Como consecuencia del cambio en los habitos alimenticios, el consumo mundial
de lipidos, incluido el colesterol, se ha incrementado de forma alarmante. Se ha
reportado que la dieta también podria contribuir a la creciente incidencia mundial de
pancreatitis (Khatua et al., 2017). Datos de la encuesta nacional de salud y nutricion
(ENSANUT) del 2021, reportan que en México, las dislipidemias mas comunes en la
poblacién adulta fueron triglicéridos altos (47.2%) y colesterol alto (24.7%). Aun no se
tienen reportes suficientes sobre la relacion que puede haber entre el consumo
elevado de colesterol y el desarrollo de la pancreatitis en humanos o modelos
experimentales, por esta razén es necesario el estudio experimental de la pancreatitis

en presencia de un ambiente con sobrecarga de colesterol, para evaluar su papel

como posible cofactor o agente causante de dafio pancreatico.
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3. Pregunta de investigacion

¢ Cual es la contribucion del consumo elevado de colesterol en el desarrollo de la

pancreatitis aguda?

4. Hipotesis

La pancreatitis aguda es una enfermedad multifactorial de caracter inflamatorio, la cual
puede agravarse en presencia de diferentes factores de riesgo, como es una dieta rica
en colesterol, la cual promovera un mayor dafio pancreatico tanto a nivel sistémico

como local.

5. Objetivo General

Determinar la contribucion del colesterol en el desarrollo de la enfermedad pancreatica,
sobre los eventos involucrados con el dafio y compromiso pancreatico en un modelo
preclinico de pancreatitis.

5.1. Objetivos particulares

1- Evaluar la relaciéon entre el consumo elevado de colesterol con los cambios a

nivel histologico y bioguimico en un modelo preclinico de pancreatitis.

2- Evaluar la relaciéon entre del consumo elevado de colesterol sobre la inflamacién

en un modelo preclinico de pancreatitis

6. Materiales y Métodos

6.1. Modelo Experimental

Cuarenta y ocho ratones macho CD1 de 8-12 semanas de edad (UPEAL, UAM
Xochimilco, Ciudad de México), se separaron en cuatro grupos de 12 ratones cada
uno. El trabajo con los animales se realiz6 en el bioterio del Instituto Nacional de

Cardiologia Ignacio Chavez. Todos los animales se mantuvieron bajo condiciones
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controladas, en un ambiente libre de patdégenos, con temperatura controlada y ciclo de
luz-oscuridad de 12 h y atendidos de acuerdo con los lineamientos éticos de la
Universidad Autonoma Metropolitana (UAM), los Institutos Nacionales de Salud de
Estados Unidos (NIH) y bajo la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999), para
el cuidado y uso de animales de laboratorio. Previo a los tratamientos experimentales,

los ratones fueron alimentados con una dieta balanceada LABDIET RODENT 5001.

6.2. Disefio Experimental

Los ratones fueron separados en 4 grupos y alimentados con diferentes dietas durante
30 dias. El primer grupo, fue el de pancreatitis inducida por Cn, estos ratones se
alimentaron con una dieta balanceada LABDIET RODENT 5001, la Cn se administrd
en la manana del dia 30 en 8 inyecciones en intervalos de una hora (50 pg/kg, ip). Los
ratones del segundo grupo (HC+Cn), se alimentaron con una dieta LABDIET RODENT
5001 adicionada con colesterol (2 % p/p) y recibieron en la mafiana del dia 30 el mismo
tratamiento con Cn (8 inyecciones en intervalos de una hora a una dosis de 50 pg/kg,
ip). Los ratones del tercer grupo (HC) fueron alimentados con una dieta LABDIET
RODENT 5001 adicionada con colesterol (2% p/p) y se les inyectd solucion salina en
el dia 30 en intervalos de una hora, en un total de 8. Finalmente, el grupo control (NT)
se alimenté con una dieta balanceada LABDIET RODENT 5001 y se les inyectd
solucion salina en el dia 30 en intervalos de una hora, en un total de 8 (Figura 4). Todos
los animales fueron pesados diariamente y antes de sacrificarlos. Los ratones se
sacrificaron 24 h después de la primera inyeccion de solucién salina o bien Cn, bajo
anestesia con avertina (0.4 mg/kg), como se reportd previamente (Palestino-
Dominguez et al., 2018). La sangre se colectd de la vena cava superior con ayuda de
puntas estériles y se coloco en viales de plastico sin heparina. La sangre se centrifug6
durante 15 min a 2000 xg a 4°C. El suero se obtuvo cuidadosamente de la fase superior
del tubo. El pancreas se removié y se coloco en buffer de fosfatos (PBS) frio. El 6rgano
se depositd en viales de 1.5 mL los cuales fueron congelados a -80° C hasta el
momento en que fueron utlizados, para las determinaciones bioquimicas y

moleculares correspondientes.
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Figura 4.- Disefio experimental. Ratones macho CD1 de 08-12 semanas de edad, fueron tratados con
dieta alta en colesterol (2% p/p) o dieta control durante 30 dias. En la mafiana del dia 30, recibieron
ocho inyecciones en intervalos de una hora de Cn (50 ug/ kg, ip) para inducir la pancreatitis. El grupo
NT y HC recibi6é 8 inyecciones de solucion salina como vehiculo. NT: dieta estandar de comida; HC,
Dieta alta en colesterol; Cn, tratamiento con ceruleina; HC+Cn, dieta alta en colesterol mas tratamiento

con ceruleina.

6.3. Actividad de a-amilasa

Brevemente, se diluyé el suero 1:10 usando solucion salina estéril fisioldgica. La
actividad de amilasa se realiz6 usando el ensayo para actividad de amilasa MAK0Q9,
(Sigma-Aldrich). La actividad de la amilasa se determind siguiendo las instrucciones

del fabricante.

6.4. Actividad de lipasa pancreéatica

Se diluy6 el suero 1:10 usando solucién salina estéril fisioldgica. La actividad de
amilasa se realizo usando el ensayo para actividad de lipasa MAK047 kit II, (Sigma-
Aldrich). La actividad de la lipasa se determiné siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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6.5. Histologia

Después de que los animales fueron sacrificados, se extirp6 el pancreas, se dividié en
diferentes fragmentos y se fijo en formalina neutra al 10% durante al menos 24 h. Las
porciones pancredticas se deshidrataron en alcohol a diferentes concentraciones.
Posteriormente se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes de 6 micras de espesor
en micrétomo y se colocaron en portaobjetos silanizados. Las muestras se
desparafinaron en calor y se pasaron por xileno, alcohol absoluto y alcohol al 95% y
se hidrataron para la tincion con hematoxilina. Se agregd hematoxilina de Harris
durante 15 min y luego se lavaron con agua del grifo. Después, se elimino el exceso
de hematoxilina, y el contraste se mejor6 mediante la adicién de alcohol acido. Los
portaobjetos se lavaron con agua del grifo y se colocaron en agua amoniacal.
Posteriormente, los cortes fueron tefiidos con eosina durante 15 min. Los portaobjetos
se lavaron con etanol al 95%, etanol absoluto y xileno. Finalmente, los portaobjetos se
montaron en balsamo. Los cortes tefiidos se visualizaron en un microscopio invertido
AX10. La densitometria de las imagenes se midié utilizando el software Fiji: ImageJ
(NIH, Bethesda, MD, EE. UU.).

6.6. Determinacion de colesterol total en tejido

La determinacién de colesterol total en el tejido pancreatico se llevé a cabo, con el
protocolo de la técnica de O-ftaldehido (OPA). Se tomaron 0.03 g de pancreas de cada
ratén, el cual se homogenizé en 1mL de PBS con ayuda de un homogeneizador de
tejido tipo Dounce en viales de 1.5 mL, posteriormente se agregaron al vial 20 uL de
KOH al 33% y 200 uL de etanol al 95%, enseguida se calentaron las muestras en agua
a 60 °C durante 15 min en una parrilla eléctrica. Después, se agregaron 666 uL de
hexano y 200 pyL de agua al vial. Se recolect6 la capa organica, capa superior, que
contiene al hexano y al colesterol; se seco con ayuda de un Speed-Vac durante 60
min. Se afiadieron al vial 240 pyL de una solucion de O-ftalaldehido disuelto en acido
acético (0.5 mg/mL) y 300 uL de acido sulfarico concentrado, se agitdé en un vortex y
el producto de la reaccion se coloco en una placa de 96 pozos. Después, la muestra

fue leida a una absorbancia de 550 nm por triplicado. Se determiné la cantidad de
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colesterol con ayuda de una curva estandar. Finalmente, los datos se normalizaron por

cantidad de proteina.

6.7. Determinacion de triglicéridos en tejido

Brevemente, se peso 0,1 g de pancreas y se homogenizé con 1 ml de solucién Nonidet
P40 al 5 % en un bloque calefactor a 90 °C durante 5 min. A continuacion, la muestra
se enfrib6 a temperatura ambiente y se centrifugé durante 2 min antes de medir la
concentracion de triglicéridos utilizando el kit de cuantificacion de triglicéridos MAK266,
(Sigma-Aldrich). Los triglicéridos se determinaron siguiendo las instrucciones del

fabricante.

6.8. Determinacion de colesterol sérico

El suero se diluyé 1:10 con solucion salina estéril fisiologica, previo a la determinacion
del colesterol sérico con la tira reactiva de colesterol total SPOTCHEM I, T-Cho-
77162, (ARKRAY). El contenido de colesterol se determind siguiendo las instrucciones

del fabricante.

6.9. Determinacion de triglicéridos séricos

Se diluy6 el suero 1:10 con solucion salina estéril fisiologica, antes de medir los
triglicéridos séricos con la tira reactiva de triglicéridos SPOTCHEM II, TG-77163,

(ARKRAY). Los triglicéridos se determinaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.10. Inmunofluorescencia (IF)

El tejido se fijo en formalina neutra al 10 %, se conservo en Tissue Tek para las
criosecciones y se cortd en secciones de 3 a 5 ym. Posteriormente, estos se lavaron
con PBS-tween durante 5 min. Los anticuerpos especificos (Tabla 1) se diluyeron en
PBS con suero de caballo al 0.1 % y se incubaron durante la noche a 4°C en una

camara humeda. Los tejidos se lavaron nuevamente con PBS y se incubaron con DAPI
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durante 5 min. Finalmente, los portaobjetos se examinaron utilizando un microscopio
invertido AX10.

Tabla 1.- Anticuerpos utilizados en los ensayos de IF e IHC

Anticuerpo Fuente Catalogo Ensayo
F4/80 FITC Rat monoclonal | Ab60343 (Abcam) IF
a-Amylase Rabbit polyclonal A8273 (Sigma-Aldrich) | IF
MPO Monoclonal Mouse GTX54393 (GeneTex) IF

B7-2 (CD86) Monoclonal Mouse SC-19617 (Santa-Cruz) | IHC

6.11. Inmunohistoquimica (IHC)

Los cortes histologicos de los tejidos pasaron por un proceso de desparafinacion como
previamente se ha indicado pasandolos por un tren de xilol e isopropanol. Una vez
hidratados se delimitaron los tejidos con plumén hidrofébico Pad-pen y se sumergieron
en un buffer de citratos para exposicion de antigeno por 1h a bafio Maria para dejar
posteriormente dejar enfriar por 30 min. Los tejidos se permeabilizaron con 0.1% de
Triton X-100 en PBS o TBS por 10 min y con PBS o TBS por 5 min. Para la
desactivacion de la peroxidasa enddgena se trataron las muestras con peroxido de
hidrogeno al 3% en metanol por 10 min y 3 con 1X PBS o TBS por 5min.
Posteriormente, se incubaron las muestras por 1h en buffer de bloqueo preparado con
suero de caballo al 2%, PBS 1X, 1% BSA, 0.01% Triton-X diluido en agua destilada.
Para la deteccion del anticuerpo-antigeno primero se dejo en incubacion el anticuerpo
primario (Tabla 1) durante toda la noche a 4°C, posterior al bloqueo. Al siguiente dia
se realizaron 3 lavados por 3 min con TBS-Tritdn y se uso el kit: #ab64264 (Abcam,
US), para detectar un anticuerpo primario, utilizando estreptavidina marcada con
peroxidasa de rabano (HRP) y un anticuerpo secundario biotinilado contra el
anticuerpo primario.Para contrastar la tincién se usé hematoxilina al 10% disuelta en
etanol absoluto, incubando la muestra por 5 min y se hicieron lavados sumergiéndolas

por tres ocasiones en agua destilada. Para fijar la muestra se pasé por el tren de
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isopropanol y xilol y se usé medio de montaje (#06522 Sigma-Aldrich, Alemania).
Posteriormente las muestras fueron observadas en campo claro en un microscopio
invertido AX10.

6.12. Cuantificacién de proteina

Se determiné la concentracion de proteina mediante el método del acido bicinconinico
(BCA), (Pierce Biotechnology, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se utilizaron placas de 96 pozos para su realizacién. Se obtuvo una curva
patrén utilizando albumina de suero bovino (BSA) en un rango de 0-2000 pyg/mL. Para
cada muestra de proteina se tomé un volumen de 5 yL y se agregaron 20 pL de agua
mili-Q. Se tomd un volumen de 25 yL por pozo, cada muestra se determind por
duplicado. Se adicionaron 200 L del reactivo BCA el cual contenia 50 partes del
reactivo A y una parte del reactivo B. La placa se incubd por 30 min a 37°C y se leyé
a 595 nm en un lector de placas (Clavijo-Cornejo et al., 2013; Gémez-Quiroz et al.,
2008; Nufio-Lambarri et al., 2016; Palestino-Dominguez et al., 2018)

6.13. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio + SEM. En todos los ensayos se llevo
a cabo un andlisis de varianza (ANOVA), seguida por la prueba post hoc de Tukey
utilizando el software Graph Pad Prism version 8. La diferencia entre los diferentes

grupos se consider6 estadisticamente significativa cuando el valor de p era <0.05.

7. Resultados

7.1. Ladieta HC induce el depdsito de grasa visceral en ratones HC y HC+Cn
pero no en la dieta Chow.

En los ratones, alimentados con la dieta HC durante treinta dias (HC y HC+Cn) se
observo el depdsito de grasa visceral, en comparacion con los animales alimentados
con la dieta Chow (Figura 5a). La inspeccién macroscopica del pancreas no muestra

cambios aparentes de los ratones alimentados con dieta HC, mientras que en los
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ratones tratados con Cn se observan cambios asociados con edema pancreético,
mostrando un aumento aparente en la masa del 6rgano, en comparacion con los otros
grupos (Figura 5b). El peso corporal diario y el peso al final del tratamiento no muestra
cambios significativos entre los diferentes grupos (Figura 5c¢ y d), sin embargo, el peso
del pancreas incrementd en los tratamientos con Cn (Figura 5e), comprobando los
hallazgos macroscopicos observados. El incremento en el peso del pancreas es
resultado del tratamiento con Cn y no al tipo de dieta con que se trataron los ratones
ya que la relacion entre el peso del pancreas y el peso corporal Unicamente presento

un aumento en los grupos Cn y HC+Cn frente al grupo NT y HC (Figura 5f).

*: Grasa visceral

NT HC Cn HCeCn
NT: No tratado, HC: Alto colesterol (2%), Cn: Ceruleina. 30 Days. n: 12. ANOVA de 1 via con Tukey's post hoc test (P < 0.05%)

Figura 5.- Cambios morfolégicos y fisiol6gicos presentes en los tratamientos con Cn y dieta HC.
a) Los ratones CD1 machos de 08-12 semanas con dieta HC Unicamente presentaron incremento en el
contenido de grasa visceral. Imagenes representativas (n=12), b) Los pancreas de ratones machos de
8-12 semanas de edad que fueron tratados con Cn mas dieta Chow y Cn mas dieta HC, presentaron
edema. Imagenes representativas (n = 12), c) Peso corporal diario, d) Peso corporal al final del
tratamiento, e) Peso final del pancreas, f) Relacion entre el peso del pancreas y el peso corporal Cada
grafico muestra los puntos de datos individuales, la linea horizontal superpuesta indica la media

aritmética y la barra de error muestra + SEM. *p<0,05.
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7.2. Laingesta elevada de colesterol, promueve cambios histolégicos que
pueden relacionarse con pancreatitis aguda

La presencia de dafio a nivel tisular se determiné por medio de tincion de H&E, donde
se observo la presencia de edema y disrupcion del parénquima (Figura 6a) con todos
los tratamientos. Los hallazgos histologicos encontrados en los pancreas de los
animales tratados con la dieta HC, son muy interesantes, puesto que, el edema, el
infiltrado inflamatorio y la disrupcion del parénquima, son considerados caracteristicos
de la PA, documentado en la literatura tanto en estudios con diferentes modelos de
PA y por estudios clinicos en pacientes con PA causada por diferentes etiologias. La
presencia de dafio histoldgico en los pancreas de los ratones alimentados con la dieta
HC, revelan que el exceso en la ingesta de colesterol provoca dafio tisular, lo cual es
un indicativo de la presencia de PA.

Para evaluar cuantitativamente el dafio observado a nivel tisular, se realizd la
desitometria de la imagen usando el software Fiji: ImageJ (Figura 6b-c), el analisis
cuantitativo mostré que en el cotratamiento (HC+Cn) y en la dieta HC, se incrementa
el contenido del area de edema y de parénquima dafiado, indicando que la PA puede
agravarse en presencia de la ingesta alta de colesterol. Ademas nuestros datos
muestran que con solo una dieta alta en colesterol, se presenta dafio pancreatico. Los
datos obtenidos por H&E sugieren que el exceso de colesterol dietético, puede inducir
disrupcion del parénquima, edema y reclutamineto de infiltrado inflamatorio, los cuales
son indicadores del dafio pancreatico. Los resultados obtenidos demuestran la
presencia de dafio y compromiso pancreatico a nivel tisular, causado por el consumo

en exceso de colesterol.
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NT: No tratado, HC: Alto Colesterol (2%), Cn: Ceruleina. 30 Dias, n: 10 (2), ANOVA de 1 via con Tukey's post hoc
test (p <0.05%< 0.01**,<0.0001"**")

Figura 6.- La dieta HC y el tratamiento con Cn inducen edemay disrupcién del parénquima. a) El
andlisis histol6gico muestra en los grupos HC, Cn y HC+Cn la presencia de edema tisular y disrupcién
del parénquima, b) Densitometria de la imagen. Imagenes representativas (n=2). Cada grafico muestra
el &rea promedio de los datos, la linea horizontal superpuesta indica la media aritmética y la barra de
error muestra £ SEM. * p<0,05, **<0,001, ****<0,0001.

7.3. Ladieta HC y los tratamientos con Cn inducen el reclutamiento de células
del infiltrado inflamatorio

Previamente encontramos por medio de tincion de H&E que la dieta HC causaba
edema tisular y disrupcion del parénquima (Figuras 6a-c). Se analizd por
inmunofluorescencia (IF) el infiltrado inflamatorio de macréfagos y neutrdfilos,
mediante el uso de anticuerpos F4/80 y mieloperoxidasa (MPO) (Figura 7a y Figura
8a), estos tipos celulares del sistema inmune son los mas abundantes en los procesos
inflamatorios del pancreas (Pastor et al., 2003; Pittman & Kubes, 2013; Watanabe
et al., 2017). Se observa que la dieta HC por si sola y en cotratamiento con Cn, puede
inducir el reclutamiento de macrofagos y neutréfilos (Figura 7a y figura 8a) en el
parénquima dafado, lo cual se considera un evento caracteristico de la PA. Se ha
reportado que tanto F4/80 y MPO estan presentes en la PA causada por diferentes
etiologias, incluida la PA inducida por Cn, alcohol y lipidos (Apte et al., 2010; Feng
et al., 2012; Heindl et al., 2014; Huang et al., 2022; Song et al., 2021; Y et al., 2017).

La densitometria de las IF se realizd6 por medio del software Fiji: ImageJ, el analisis
cuantitiativo de la imagen, revel6 que existe un aumento significativo en el contenido
de células positivas a F4/80 y MPO en los tres grupos con tratamiento de dafio (Cn,
HC y HC+Cn) (Figuras 7b y Figura 8c) lo que nos indica que la dieta HC y la Cn
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provocan el reclutamiento de células inflamatorias. No se observa diferencia entre los

grupos tratados.
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NT: No tratado, HC: Alto Colesterol (2%), Cn: Ceruleina. 30 Dias. n: 2. ANOVA de una via con Tukey’s post hoc test (p <0.05*%, < 0.01**

Figura 7.- Ladieta HC y el tratamiento con Cn inducen el reclutamiento de macréfagos. a) La dieta
HC vy el tratamiento con Cn indujerén el reclutamiento de células F4/80 positivas. Imagenes
representativas (n=2). b) Densitometria de las imagenes, los tratameintos de dafio causan reclutamiento
de células F4/80 positivas (n=2). Cada grafico muestra el promedio por campo de los datos, la linea

horizontal superpuesta indica la media aritmética y la barra de error muestra + SEM. * p<0,05

Para corroborar el hallazgo, analizamos por medio de inmunohistoquimica (IHC), el
contenido de células positivas a CD86, el cual indica la presencia de células pro-
inflamatorias o de fenotipo (M1) (Figura 8b) de igual manera, la obtencién del analisis
cuantitativo de la IHC se realizé por medio del software Fiji: ImageJ (Figura 8d). Los
resultados muestran un incremento de células positivas a CD86 en los tres grupos con
tratamientos, por lo tanto, podemos concluir que tanto la dieta HC como la Cn son
inductores de dafio pancreatico y de inflamacion acompafada por el reclutamiento de
células del sistema inmune lo que asociamos con la presencia de PA, como lo indica
la literatura (Saluja et al., 2019; P. Singh & Garg, 2016; G.-J. Wang et al., 2009). No se
observa diferencia significativa entre los diferentes tratamientos. Con base a estos
datos corroboramos que solo la dieta HC puede ser causante del desarrollo de
pancreatitis sin necesidad de que exista algun otro factor de riesgo que comprometa

al pancreas.
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NT: No tratado, HC: Alto Colesterol (2%), Cn: Ceruleina. 30 Dias. n: 2. ANOVA de una via con Tukey’s post hoc test (p <0.05*)

Figura 8.- La dieta HC y el tratamiento con Cn inducen el reclutamiento de neutréfilos y células
pro-inflamatorias. a) La dieta HC y el tratamiento con Cn incremetaron la presencia de células MPO
positivas. b) La dieta HC y el tratamiento con Cn incremetarén la presencia de células CD86 positivas.
Imagenes representativas (n=2). c-d) Densitometria de las imagenes, los tratameintos de dafio inducen
reclutamiento de células MPO y CD86 positivas (n=2). Cada grafico muestra el promedio por campo de
los datos, la linea horizontal superpuesta indica la media aritmética y la barra de error muestra + SEM.
* p<0,05, **<0,001

7.4. Laingesta elevada de colesterol, incrementa la actividad de amilasa y
lipasa en suero y promueve disrupcion del parénquima relacionado con la
pancreatitis aguda

Para corroborar el dafio pancreético causado por la dieta HC y los tratamientos con
Cn se determind en suero la actividad de amilasa y lipasa, las cuales son enzimas
pancreéticas que se evaluan clinicamente a nivel sérico para corroborar la presencia
de PA. Observamos que tanto la dieta HC y la Cn incrementaron la actividad de
amilasa y lipasa séricas (Figura 9a y b) por lo tanto, comprobamos la presencia de
dafo y compromiso pacreatico, asociado con PA en nuestro modelo experimental.
Posteriormente corroboramos el dafio tisular, por medio de IF, donde observamos el
contenido y la disposicion de la amilasa en el tejido pancreatico. En condiciones
normales, la amilasa se localiza de manera uniforme en la periferia de los acinos
pancreaticos, es decir en la membrana basal de las células acinares (Figura 9c). Las
imagenes obtenidas por IF mostraron que los tratamientos con Cn y con la dieta HC,

inducen un desarreglo de la disposicién de amilasa, relacionada con la pérdida de la
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arquitectura del tejido (Figura 9c). El analisis cuantitativo se llevé a cabo por medio del
software Fiji: ImageJ, los resultados muestran un incremento en el contenido de
amilasa en todos los grupos tratados. Es de notar que el tratamiento de HC méas Cn
presenta una fluorescencia similar al tratamiento HC, es decir la dieta HC altera la
distribucién de la amilasa y ya no se encuentra un efecto aditivo con las inyecciones
de Cn, muy probablemente por el desarreglo causado por el tratamiento por la dieta
HC, (Figura 9d) es decir la disrupcion del parénquima ocasionado por la dieta HC se
acomparia del desarreglo de la disposicion de amilasa. Con base a los datos, podemos
decir que la dieta HC causa dafio y compromiso pancreatico a nivel tisular y
bioquimico, pues eleva la actividad sérica de las enzimas pancreaticas y ademas

induce el desarreglo del parénquima pancreatico.
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Figura 9.- La dieta HC provoca la disrupcién del parénquimay el desarreglo de la localizacién de
la amilasa y promueve el incremento de la actividad de amilasa y lipasa séricas a-b) La dieta HC
mostré una alta actividad de amilasa y lipasa en suero (n=12). c) Los tratamientos con Cn y dieta HC
provocan la disrupcién del parénquima acompafiado del desarreglo de la amilasa. Imagenes
representativas (n=2). d) Densitometria de la imagen. La Cn incrementa el contenido de amilasa en el
tejido. Cada grafico muestra el promedio del &rea, la linea horizontal superpuesta indica la media
aritmética y la barra de error muestra £+ SEM. p<0,05* , <0,001**,<0,0001****
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7.5. Ladieta HC induce el depoésito de grasa en el parénquima pancreético y
aumenta el contenido de triglicéridos pancreaticos, mientras Cn aumenta el
contenido de colesterol total.

En el analisis histolégico se observa en las muestras tefiidas con H&E, que la dieta HC
induce el depdsito de grasa en el parénquima (Figura 10a). El depoésito de grasa
ectopica en el pancreas esté implicado en la patogenia posterior a un evento de PA.
Sin embargo, su relacion con el pancreas exocrino permanece sin ser explorado a la
fecha (R. G. Singh et al., 2019). Nuestro interés se centré en evaluar el tipo de lipido
contenido en el tejido pancreatico bajo las diferentes condiciones experimentales, por
lo que se determind colesterol total y triglicéridos tanto a nivel de tejido como en suero.
El colesterol total en el tejido lo determinamos mediante el ensayo OPA (n=8).
Curiosamente, los datos muestran que el tratamiento con Cn incrementa el contenido
de colesterol frente a los grupos NT y HC (Figura 10b) en el érgano. Sin embargo, el
colesterol sérico no presentd cambios significativos (Figura 10c). La dieta HC provoca
un incremento en el contenido de triglicéridos en tejido frente a los grupos NT, Cny
HC+Cn (Figura 10d). Los triglicéridos séricos no varian entre los grupos (Figura 10e).
Nuestros datos sugieren que el contenido lipidico en el pancreas puede variar

dependiendo de la etiologia de la PA.
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Figura 10.- La dieta HC provocé el depdsito del contenido de grasa del parénquima y el

tratamiento con Cn aumenté el contenido de colesterol total en el pancreas. a); La dieta HC mostrd
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depdsito de un contenido graso en el parénquima. Imagenes representativas (n=2). b); El tratamiento
con Cn incrementd el contenido de colesterol total (n=8). c); El colesterol sérico total no cambia. d); La
dieta HC aumentd el contenido de TG. e); El contenido de TG sérico no sufre cambios. Cada gréfico
muestra los datos individuales, la linea horizontal superpuesta indica la media aritmética y la barra de
error muestra £ SEM. p<0,05* , <0,001**,<0,0001****

8. Discusioén

La pancreatitis aguda (PA), es una enfermedad dificil de diagnosticar y es también
potencialmente letal (Boxhoorn et al., 2020). La pancreatitis se desarrolla debido a una
disrupcion y/o alteracion de los acinos pancreaticos, lo que permite la liberacién y
activacion de las enzimas digestivas (tripsina, quimotripsina, amilasa y lipasa) en el
propio pancreas (Dixit etal., 2016). Las enzimas pancreaticas activas causan la
autodigestion del pancreas y esto conlleva al desarrollo de la pancreatitis aguda. Las
proteasas activadas (tripsina y elastasa) y las lipasas degradan los tejidos y las
membranas celulares, causando edema, dafio vascular, hemorragia y necrosis, lo cual
induce respuestas inflamatorias sistémicas graves, insuficiencia multiorganica y
muerte (Bhatia et al., 2005). Las causas mas comunes de pancreatitis aguda se
asocian con la obstruccién del ducto pancreatico por la presencia de litos biliares
(Pancreatitis aguda biliar) y el consumo elevado de alcohol (pancreatitis aguda
alcohdlica) (Valverde-Lépez etal., 2022; G.-J. Wang etal.,, 2009). Sin embargo
estudios recientes han demostrado que el consumo elevado de lipidos en la dieta
(Hong et al., 2020; Jermendy, 2022; Lin et al., 2022) y la perdida en la homeostasis del
metabolismo del colesterol (Mareninova et al., 2021) pueden originar el desarrollo de
la PA.

El colesterol se ha posicionado a lo largo del tiempo como un lipido de vital importancia,
estructuralmente es esencial para el buen funcionamiento de las células. El colesterol,
los metabolitos del colesterol y los precursores biosintéticos inmediatos del colesterol
desempefian funciones esenciales en la fisiologia de las membranas celulares, la
absorcion de nutrientes de la dieta, la biologia reproductiva, las respuestas al estrés,

el equilibrio de sal y agua y el metabolismo del calcio (Tabas, 2002) . Sin embargo el
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colesterol en exceso, también puede jugar un rol patolégico, se tienen reportes de que
el colesterol libre y ciertas formas oxidadas de colesterol son particularmente téxicos
para las células, la exposicion al exceso de colesterol libre y los oxiesteroles
probablemente son una causa importante de necrosis celular (Bjorkhem, 2002; Nufio-
Lambarri et al., 2016; Tabas, 1997; Tall et al., 2002). Reportes sobre los efectos de la
sobrecarga de colesterol sobre las células acinares pancreaticas, son escasos. Sin
embargo nosotros hipotetizamos que una dieta alta en colesterol podria exacerbar los
eventos patologicos relacionados a la PA, debido a que clinicamente se sabe que la
PA puede desarrollarse por la presencia de dos agentes agresores del pancreas como
alcohol y tabaco (Ramanathan & Aadam, 2019). En el presente trabajo nosotros
utilizamos un modelo murino preclinico basado en la induccion de la pancreatitis aguda
a traves de la inyeccion de 8 dosis de ceruleina y el tratamiento previo durante 30 d
con una dieta alta en colesterol (2%) ad libitum, con el objetivo de estudiar los efectos
de la sobrecarga de colesterol en el pancreas en presencia y ausencia de algun otro

agente causante del desarrollo de la pancreatitis aguda.

Anteriormente, otros grupos de investigacion y nuestro grupo hemos reportado que el
modelo de PA inducida con Cn provoca cambios morfoldgicos en el pancreas como la
generacion de edema, la disrupcion del parénquima, infiltrado inflamatorio y a nivel
bioguimico existe un incremento de la actividad de lipasa y amilasa séricas (Fu et al.,
2020; Palestino-Dominguez et al., 2018; Romac et al., 2018; S. Wang et al., 2019)
Asimismo se ha reportado, que el modelo de PA inducida por Cn, es el mas adecuado
para estudiar la PA en animales de experimentacion. Con base a esto, nosotros
utilizamos el modelo de PA inducida por Cn, como un control positivo de dafio
pancreatico en nuestro disefio experimental (Figura 4) con la finalidad de comparar y
caracterizar el tipo de dafio que pudiera generar la ingesta elevada de colesterol en el
pancreas. Nuestros resultados muestran que la dieta HC provoca un aumento en el
depésito de grasa visceral en los animales, sin afectar el peso del animal durante el
tratamiento (Figura 5a), ademas observamos un incremento en la actividad de amilasa
y lipasa séricas, asi como la presencia de edema, disrupcion del parénquima y

reclutamiento de células del infiltrado inflamatorio.
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Observamos ademas que el peso del pancreas, se encontraba afectado por los
tratamientos con Cn, pero no con la dieta HC, esto se relaciond con la inspeccion
macroscopica del tejido, pues nosotros encontramos un aparente aumento de la masa
del tejido, en los pancreas de ratones tratados con Cn como se muestra en la figura
5b, por este motivo, nosotros decidimos realizar el cociente de peso pancreas contra
el peso corporal y obtuvimos una diferencia significativa presente en los tratamientos
con Cn, lo que nos indica que el incremento del volumen del 6rgano se debe al edema
gue genera la Cn, sin embargo el tratamiento con la dieta HC no presenta ese cambio
morfolégico y tampoco existe diferencia significativa en el cociente peso
pancreas/cuerpo, lo que nos indica que la dieta alta en colesterol, no es un inductor de
edema a nivel macroscopico, pues no incrementa la masa y el peso del pancreas. Sin
embargo, al llevar acabo el analisis histol6égico mediante la tincién de Hematoxilina y
Eosina (H&E), nosotros pudimos observar que la dieta HC, genera edema, por lo que
consideramos que el consumo excesivo de colesterol, promueve un compromiso
pancreatico a nivel del parénquima. Las células acinares pancreaticas son el tipo
celular predominante del pancreas y son principalmente las células mayormente
comprometidas en la lesién inducida por hormonas peptidicas como la
Colecistoquinina (CCK) (Murphy et al., 2008), los acidos biliares (Voronina et al., 2005)

y metabolitos de etanol (acetaldehido) (Huang et al., 2014).

En la literatura se ha reportado que la exposicién del pancreas a agentes agresores,
provocan cambios en el tejido pancreatico, como la presencia de edema, infiltrado
inflamatorio y la pérdida de la arquitectura del tejido por la muerte celular (Geokas,
1985; Halangk et al., 2000; Mareninova et al., 2020; Palestino-Dominguez et al., 2018).
Nuestros resultados mostraron que tanto la dieta alta en colesterol, como los
tratamientos con Cn, presentan cambios estructurales como infiltrado inflamatorio,
edema y disrupcién del parenquima pancreatico, estos cambios se asocian con la
fisiopatologia de la pancreatitis aguda (Figuras 6a-c, 7a-d y 8a-d). Como se menciond
anteriormente, el modelo de PA inducida con ceruleina induce cambios a nivel

bioquimico los cuales se ven reflejados por un incremento de la actividad de lipasa y
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amilasa séricas (Fu et al., 2020; Palestino-Dominguez et al., 2018; Romac et al., 2018;
S. Wang et al., 2019). Nuestros resultados muestran incremento en la actividad de
amilasa y lipasa pancreéticas a nivel sérico, en todos los tratamientos de dafio en
comparaciéon con el grupo NT tal como se muestra en las figuras 9a y b, lo cual sugiere

gue una dieta HC induce pancreatitis.

Las imégenes obtenidas por IF e IHC indican, como los tratamientos con Cn y la dieta
HC inducen el reclutamiento de células del infiltrado inflamatorio (Figras 7 y 8). Ademas
se produce la disrupcion del parénquima pancreatico (Figuras 6 y 9). La alteracion del
tejido pancreatico y el reclutamiento del infiltrado inflamatorio, son eventos que estan
bien caracterizados en la fisiopatologia de la pancreatitis aguda (Apte et al., 2010;
Beger, 2018; Bhatia et al., 2005; Geokas, 1985; Oruc & Whitcomb, 2004; Palestino-
Dominguez et al., 2018; Saluja et al., 2019). Los resultados muestran el compromiso
pancreatico que la dieta HC genera, actuando como un agente agresor que promueve
el inicio y desarrollo de la PA. Las densitometrias de las imagenes muestran
claramente el efecto que se presenta en relacion con el dafio tisular por la IF de la a-

Amilasa y la presencia de células positivas a los marcadores del infiltrado inflamatorio.

Encontramos de manera interesante, que la dieta HC puede promover la deposicion
de gotas lipidicas en el parénquima, lo cual fue observado en la H&E (Figura 10a), y a
su vez alterar el contenido lipidico sérico, por lo que se determiné cantidad de
colesterol y triglicéridos en suero y a nivel tisular (Figura 10b-e), datos clinicos sugieren
gue los niveles alterados de triglicéridos y colesterol a nivel sérico pueden ocasionar
pancreatitis (Huang et al., 2022; Jiang et al., 2022; Karanchi et al., 2022). Observamos
gue la Cn incrementa los niveles de colesterol en el pancreas, mientras que la dieta
HC induce un incremento en los niveles de triglicéridos respecto a los otros grupos, o
cual nos indica que el tipo de contenido lipidico presente en la PA, puede variar
dependiendo del tipo de etiologia de la enfermedad. El contenido sérico de triglicéridos
y colesterol no se altera en ninguno de los tratamientos (Figura 10c y €), esto puede

deberse al tiempo de exposicion a la dieta HC y al tratamiento con Cn, por lo cual
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hipotetizamos que el tipo de contenido lipidico presente en el pancreas, puede variar
dependiendo del tipo de agresiéon y ademas esto podria verse reflejado a nivel
sistémico, cuando el consumo de una dieta alta en colesterol o la exposicion de algun
otro agente agresor sea constante. EI consumo en exceso de colesterol contribuye al
desarrollo de la inflamacién, la cual provoca respuestas de fase aguda que conducen
a cambios en el metabolismo de los lipidos, reduciendo los niveles de colesterol sérico
(Khovidhunkit et al., 2004), lo cual puede explicar el comportamiento de nuestros
datos, pues nosotros observamos, presencia de infiltrado inflamatorio y cambios no

significativos en los niveles de colesterol sérico (Figuras 7,8 y Figura 10c).

Estos datos resultan de alto interés, debido a que demuestran que el consumo
excesivo de colesterol en la dieta puede causar el desarrollo de pancreatitis aguda, lo
cual refleja un impacto mas del colesterol en la salud, puesto que se sabe que el
colesterol en exceso también estad involucrado en el desarrollo e iniciacion de
enfermedades cardiovasculares y hepaticas (Carson et al., 2020; Gutiérrez Ruiz et al.,
2012; Horn et al., 2022; Lopez-Islas et al., 2016; Nufio-Lambatrri et al., 2016; Soliman,
2018). Ademas nuestro grupo de investigacion ha propuesto al colesterol como un
agente promotor del carcinoma hepatocelular (HCC) (Dominguez-Pérez et al., 2019;
Enriquez-Cortina et al., 2017; Simoni-Nieves et al., 2021). En el pancreas se ha
reportado que la ingesta elevada de colesterol afecta principalmente a la funcién
endocrina promoviendo la disfuncion de las células  del pancreas y el desarrollo de
diabetes (Hu et al., 2022; Kong et al., 2017; Kruit et al., 2010; Lu et al., 2011; Paul
et al., 2016; Perego et al., 2019; Yu et al., 2021). Sin embargo, se tienen muy pocos
reportes acerca de como el colesterol puede estar influyendo sobre la funcion exocrina
del pancreas, es por esto, que nuestros resultados resultan interesantes, debido a que
se demuestra que el exceso en la ingesta de colesterol compromete la funcion exocrina
del pancreas, causando el inicio y desarrollo de la enfermedad. Por lo tanto, se propone
una interaccion entre el consumo elevado de colesterol y la PA, como factor de riesgo
de la PA.
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9. Conclusién

Nuestros resultados sefialan que la dieta alta en colesterol (HC) induce pancreatitis, lo
cual se puede observar por la presencia de edema, reclutamiento de infiltrado
inflamatorio y la disrupcién del parénquima. Asi como también por el incremento de la
actividad de lipasa y amilasa. Ademas se observé un incremento diferencial en relaciéon
al contenido lipidico, en cada uno de los tratamientos de dafio, nosotros medimos el
contenido de colesterol total y triglicéridos totales en el tejido, asi como en suero,
donde observamos que la pancreatitis inducida por Cn incrementa el contenido de
colesterol total, mientras que la pancreatitis inducida por la dieta HC, incrementa el
contenido de triglicéridos, por lo que nosotros hipotetizamos que el contenido de lipidos
es diferente y varia de acuerdo a la etiologia de la PA. Sin embargo, ambos lipidos no
difieren en su contenido a nivel sérico, esto se puede deber al tiempo de exposicion
de los tratamientos a los animales. Finalmente, nuestros datos sugieren, que el exceso
de colesterol dietético, puede ocasionar pancreatitis, sin la necesidad de coexistir con
otro factor de riesgo, lo cual puede tener relevancia a nivel clinico, debido la
clasificacion de la PA de acuerdo a su etiologia donde las principales son la PA
asociada a el consumo excesivo de alcohol (Pancreatitis aguda alcohdlica) y la PA
asociada a la obstruccion del ducto pancreético a causa de litos biliares (Pancreatitis
aguda biliar) (Szatmary et al., 2022), sin embargo se ha reportado que existe un tipo
de PA clasificada como idiopética. Se entiende por PA idiopatica (PAIl) aquella en la
gue no se consigue determinar la etiologia tras un estudio inicial de laboratorio y de
imagen (Guda et al., 2018). Por lo tanto, los resultados del presente trabajo, podrian
ayudar a determinar la etiologia de la PAI, pues se ha demostrado que el consumo
excesivo de colesterol promueve el dafio y compromiso pancreatico y clinicamente no
se tienen reportes de una PA asociada al colesterol dietético elevado. Por lo tanto, se
necesitan mas estudios a nivel molecular y celular que corroboren nuestros datos y
ayuden a determinar el dafio causado por el consumo elevado de colesterol en la dieta,

lo cual sigue siendo un problema de salud en México y a nivel mundial
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