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Resumen

Introduccion. En la actualidad, la confirmacion de la infec-
cién de la necrosis pancreatica durante la pancreatitis aguda
(PA) en el ser humano parece ser el tinico aspecto que hace
preferible la indicacion quirirgica en estos pacientes. El obje-
tivo del presente estudio es evaluar los valores del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-o) tisular pancreético como posi-
ble parametro indicador de formas graves de pancreatitis agu-
da en la rata Wistar.

Material y métodos. Se utilizan 45 ratas Wistar para el estu-
dio. El grupo control (C) esta constituido por 4 ratas. Se indu-
ce la PA experimental en 41 ratas Wistar mediante la inyec-
cion retrograda ductal de taurocolato sdodico al 5%. Se
estiman los valores del TNF-q tisular pancreatico en la frac-
cién citosoluble del homogeneizado pancreatico obtenido tan-
to en los controles como en las ratas en las que se induce la
PA, distribuidas en grupos segiin el intervalo transcurrido
hasta su sacrificio: 1, 3, 12 y 24 h (grupos 1, 3, 12 y 24).

Resultados. Los valores del TNF-o tisular pancreatico son
detectables en el pancreas de la rata sana (43,3 + 7,7 mg/ml).
Con la induccién de la enfermedad se elevan los valores del
TNF-o con respecto a los controles en los diversos grupos evo-
lutivos (G1 = 101; G3 = 119,3; G12 = 144,2; G24 = 133,9).
Existen diferencias estadisticamente significativas de los di-
versos grupos evolutivos con respecto al grupo control. El test
de la t de Student fue significativo para p < 0,05.

Conclusiones. Utilizando un modelo experimental de necro-
sis pancreatica de alta agresividad y letalidad demostrada, po-
demos afirmar que la cuantificacion del TNF tisular pancrea-
tico es posible y sus valores se elevan en el transcurso de la PA
necrohemorragica experimental. La determinacion del TNF-o
en las ratas sanas con valores significativamente inferiores a
los obtenidos durante la evolucion de las ratas afectadas de PA
permite incorporar la determinacién de dicho parametro bio-
quimico tisular a los factores de gravedad de la enfermedad.
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STUDY OF TUMOR NECROSIS FACTOR-ALPHA
LEVELS IN PANCREATIC TISSUE IN ACUTE
EXPERIMENTAL PANCREATITIS

Introduction. Currently, confirmation of infection of pan-
creatic necrosis during acute pancreatitis in humans seems to
be the only aspect that makes surgical indication in these pa-
tients preferable. The aim of the present study was to evaluate
levels of tumor necrosis factor (TNF)-alpha in pancreatic tis-
sue as a possible indicator of severe forms of acute pancreati-
tis in Wistar rats.

Material and methods. Forty-five Wistar rats were used in
the study. The control group was composed by four rats. Acu-
te experimental pancreatitis was induced in 41 Wistar rats by
retrograde ductal injection of sodium taurocholate 5%. Values
of TNF-alpha in pancreatic tissue were estimated in the cyto-
soluble fraction of pancreatic homogenate obtained both from
controls and from rats in whom acute pancreatitis was indu-
ced, distributed in groups according to the interval until sacri-
fice at 1, 3, 12 and 24 hours (groups 1, 3, 12 and 24).

Results. Levels of TNF-alpha in pancreatic tissue were de-
tectable in the pancreas of healthy rats (43.3 + 7.7 mg/ml). Le-
vels of TNF-alpha rose with induction of the disease compared
with controls in the different experimental groups: group 1 =
101, group 3 = 119.3, group 12 = 144.2 and group 24 = 133.9.
Statistically significant differences were found between the va-
rious experimental groups compared with the control group.
Differences were considered significant at p < (.05 using Stu-
dent’s t-test.

Conclusions. Use of a highly aggressive and lethal experi-
mental model of pancreatic necrosis demonstrates that TNF-
alpha can be quantified in pancreatic tissue and that levels of
this lymphokine are increased during the course of acute ex-
perimental necrohemorrhagic pancreatitis. TNF-alpha values
in healthy rats were significantly lower than those found du-
ring the evolution of rats with acute pancreatitis, revealing
that determination of this biochemical tissular parameter may
be considered one of the factors indicating the severity of this
disease.
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sis factor.

Correspondencia: Dr. J.C. Rueda.
Blanco Porto, 7, 1.°. 36001 Pontevedra.

Aceptado para su publicacién en diciembre del 2000.

Introduccion

Desde 1993 se aceptan como pancreatitis agudas (PA) graves
aquellas formas clinicas que presentan durante su evolucién
complicaciones locales o generales, como el fracaso multiorga-
nico, la sepsis o la muerte del paciente’.
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Los factores prondsticos mds utilizados en la actualidad in-
cluyen la clasificacion APACHE II aplicada a la PA, la proteina
C reactiva o la tomografia axial computarizada con la adminis-
tracion de contraste intravenoso (TC dindmica)>*.

La estimacién de los pacientes fallecidos por PA confirma
que un tercio de las muertes se produce durante la primera se-
mana en relacion con un fallo multiorgdnico, mientras que el
resto lo hacen a partir de la segunda semana en relacion con una
sobreinfeccion bacteriana de la necrosis pancredtica. Desde otro
punto de vista, aunque sdlo el 50% de los pacientes afectados
de necrosis pancredtica presentardn infeccion de la misma, se
acepta que con la optimizacion del tratamiento la mortalidad de
los casos infectados oscila entre el 10y el 30%°.

En la clinica el diagndstico de infeccion es bdsico, pues si
bien hay criterios prondsticos de infeccién de notable especifici-
dad, como son la interleucina 8 y la procalcitonina®, en la actua-
lidad, antes de indicar una necrosectomia quirtirgica, intentamos
la confirmacién de la infeccién de la necrosis pancredtica me-
diante puncién por TC y tincién de Gram positiva.

Sin embargo, existen casos en los que, a pesar de estar el pa-
ciente en fase avanzada, la puncidn y la tincién de Gram no de-
tectan la existencia de bacterias y el paciente presenta un dete-
rioro clinico progresivo que hace dudar sobre la adopcién de
actitudes abstencionistas o quirdrgicas, sin un criterio claro que
respalde ninguna de ellas.

El motivo del presente trabajo es valorar la posibilidad de
determinar el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) tisular
pancredtico de forma experimental, con el fin de valorar su
sensibilidad en la deteccion de las formas mds graves de la en-
fermedad.

El ensayo terapéutico que se incluye pretende recoger basi-
camente las posibles variaciones en la proteina inflamatoria.

Material y métodos

En el estudio se incluyeron 45 ratas hembra de cepa Wistar,
con un peso de 320 + 30 g (Ico: WI[IOPS AF/Han]). El estudio
se efectué de acuerdo con la normativa vigente sobre experi-
mentacion animal (RD 88/223d).

Los animales fueron habituados a su nuevo medio durante
un periodo no inferior a 30 dias en el estabulario de la unidad
de cirugia experimental. Desde 18 h antes del ensayo a los
animales se les suprimié la ingesta oral con excepcién del
agua.

Todos los animales fueron primados con una dosis de 2,2 X
100.000.000 UFC de BCG por via intraperitoneal (BCG Immu-
notherapeutic ImmunoCyst; Connaught Lab) 15 dias antes, con
el fin de aumentar el nimero basal de macréfagos activados y
producir una mayor respuesta del TNF-o*.

EI TNF-o tisular pancredtico se evalud en el homogeneizado
obtenido del tejido pancredtico que posteriormente centrifuga-
do ofrecia una fraccién citosoluble que permitia la determina-
cién de la citada proteina. Para las mediciones se utiliz Fac-
tor-Test-X Mouse TNF alfa Elisa Test Kit (Code 80-2802-00).

En 4 ratas control se efectud la cuantificacién del TNF-o ti-
sular pancredtico (grupo C) y en 41 ratas se efectud la misma
determinacion a diversos intervalos evolutivos, 1, 3, 12y 24 h
(grupos 1, 3, 12 y 24, respectivamente) tras la induccién de la
PA en ratas mediante inyeccidn retrégrada ductal de taurocola-
to sodico al 5%, segtn el modelo previamente publicado por
nuestro grupo’.
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TABLA 1. Estimaciones de TNF-o. tisular pancreatico en los diversos
grupos evolutivos (82 determinaciones, 41 animales de experimentacion)

Intervalo de

la pancreatitis Determinaciones Muestra Media
aguda (h)
Gl 1 22 11 101 +£70,8
G3 3 24 12 119,3 £32,6
G12 12 18 9 1442 + 16,3
G24 24 18 9 133,9 £ 98,5

TABLA 2. Valores del TNF-a tisular pancreatico. Test de la t de
Student. Comparacion entre el grupo control (C) y los distintos
grupos evolutivos (1, 3, 12 y 24). Comparacién de los distintos grupos
evolutivos entre si

Grupo 1 Grupo 3 Grupo 12 Grupo 24

(1h) 3h) (12 h) (24 h)
Control t=27 t=7.8 t=21 t=2,8

Grupo C p<0,02 p < 0,001 p < 0,001 p<0,02
Grupo 1 t=1 t=25 t=1,9
p=NS p<0,02 p=NS

Grupo 3 t=0,9 t=0,66
p=NS p=NS

Grupo 12 t=0,43
p=NS

NS: no significativo.

Cada determinacion se efectudé por duplicado obteniéndose,
por tanto, 82 determinaciones del TNF-a en las 41 ratas eva-
luadas afectadas de PA.

Resultados

El rango de concentracion de proteinas totales en citosol fue
de 2,6 a 5,8 mg/ml.

Los valores de TNF-a citosélico fueron expresados en pg/ml.

En el grupo control (C) y sobre 4 ratas los valores del TNF-ou
tisular pancredtico fueron cuantificables y oscilaron entre 29,6
y 57,6 pg/ml, con un valor medio de 43,3 +7,7.

En la tabla 1 se presentan los resultados de los valores del
TNF-a en los distintos grupos evolutivos con el rango y el nd-
mero de componentes de cada grupo.

Evaluados los resultados y aplicando el test de la t de Stu-
dent, con significacion estadistica para p < 0,05, se obtuvieron
las siguientes comparaciones comparando los valores control
(grupo C) con los diversos intervalos de PA (grupos 1, 3, 12y
24) (tabla 2).

La evolucién de los valores del TNF-o en los distintos inter-
valos de sacrificio se exponen en figura 1 y se comparan con
los valores obtenidos en la rata sana.

Discusion

Nuestra experiencia previa en el intento de determinacion del
TNF-o plasmdtico durante el proceso de la PA aguda experimen-
tal en la rata resulté infructuoso y fue publicado previamente?®.

Con dicha metodologia habiamos detectado valores del
TNF-a en la rata en modelos experimentales de tipo séptico’.
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Fig. 1. Evolucion de los valores del TNF-a tisular pancredtico durante
los distintos intervalos evolutivos de la pancreatitis aguda y su relacion
con el control basal.

Parece ser que el método utilizado condicionaba la no detec-
cién de la proteina inflamatoria de acuerdo con publicaciones
recientes de otros autores en la PA experimental'*!!.

Del presente estudio se pretende resaltar la posibilidad de
determinacion del TNF-ou tisular pancredtico, su elevacion
de forma homogénea en relacion con el desarrollo de la PA
grave experimental y, por tanto, su posibilidad de ser aplicado
como un factor mds de prediccion de mala evolucion, ya que se
trata de un modelo experimental de alta letalidad’.

Otro aspecto a destacar es la precocidad en la elevacion de
los valores del TNF-a tisular, pues a la hora de la induccién
de la PA ya multiplica por 2,5 los valores medios obtenidos en
los controles.

En la actualidad atn persiste la bisqueda de factores pronds-
ticos de precocidad contrastada* que permitan clasificar cuanto
antes a los pacientes afectados de PA en dos grupos clinicos
claramente diferenciados; por tanto, requerirdn una monitoriza-
ci6n y un tratamiento muy distintos.

Como posibilidad de aplicacion clinica se apunta la posibili-
dad de correlacionar los valores del TNF- tisular pancredtico
que se pueden obtener en los pacientes en los que se decide

en la pancreatitis aguda experimental

puncionar la necrosis pancreatica con el valor de diversas inter-
leucinas plasmdticas y, obviamente, con el ulterior comporta-
miento clinico del paciente.

Es también una realidad clinica la imposibilidad, en ocasio-
nes, de confirmar la infeccién de la necrosis a pesar de su pun-
cién y la mala evolucién del paciente.
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