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RESUMEN

En humanos, el hiperaldosteronismo es un trastorno de las glandulas suprarrenales porque
sintetiza elevada aldosterona a nivel sanguineo. La prevalencia de este trastorno no esta
claramente definida. Los pacientes con aldosteronismo primario tienen el riesgo de presentar
dafo pancreatico. La pancreatitis cronica es relacionada a la destruccion fibrotica, el cual
induce inflamacién y pérdida de la funcién pancreatica. En nuestro grupo de trabajo hemos
observado que estrés cronico aumentan los niveles de aldosterona sérica. En la rata macho
joven se ha demostrado que el estrés crénico variable induce inflamacion y fibrosis a nivel
renal. Sin embargo, existe escasa informacion acerca de la relacion entre aldosterona y
alteraciones en el pancreas en edad juvenil. Objetivos. Determinar si el hiperaldosteronismo
induce desorganizacion histoldgica e inflamacion, acumulacion de triglicéridos, fibrosis y
estrés oxidativo pancredtico en ratas jovenes adultas. Metodologia. Se utilizaron ratas macho
de la cepa Wistar de 51 dias de edad que formaron 2 grupos: grupo control (n=8) y grupo
estrés crénico variable (ECV; n=8) sometido a 5 diferentes estimulos estresantes/semana
durante 4 semanas. Después de la eutanasia se extrajo el pancreas y fue pesado. El pancreas se
fijo en Bouin y deshidrat6 con alcoholes de forma ascendente, aclarado en xilol e incluido en
paraplast. Cortes longitudinales de 5um fueron tefiidos con Hematoxilina-eosina y Tricrémica
de Masson. Utilizamos t-Student (p<0.05) para el andlisis. Resultados. El hiperaldosteronismo
inducido por el estrés crénico variable promueve un mayor nimero de islotes grandes con un
aumento en la expresion de TNF-a, a su vez los islotes presentaron mayor celularidad,
acumulacién de triglicéridos y fibrosis. Los resultados sugieren que el modelo de
hiperaldosteronismo inducido por estrés crénico variable es un modelo adecuado para

investigar los efectos de la aldosterona sobre el pancreas.
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INTRODUCCION

La pancreatitis crénica es un trastorno de destruccion fibrética progresiva irreversible, en
respuesta a una inflamacion que conduce a insuficiencia pancreatica en general. Dos pasos
conducen esta afeccién crénica: a) pancreatitis aguda, que causa lesiones en el pancreas y b)
una respuesta inflamatoria anormal a esta lesion que induce una activacion de las células
profibréticas pancreéticas, incluidas las células estrelladas’. La etiologia es multifactorial
siendo el alcoholismo el factor de riesgo mas importante en adultos, la edad promedio de este

diagndstico es de entre 35 a 55 afios (Barry 2018).

El pancreas exocrino y endocrino se ven afectadas por diferentes mecanismos;
pancreatitis, cancer de pancreas, diabetes y tumores neuroendocrinos (Zhou y Melton 2018).
En adicion, el hiperaldosteronismo es un trastorno de las glandulas suprarrenales que induce
una sintesis elevada de aldosterona sérica. La prevalencia de este trastorno no es clara. Sin
embargo, en pacientes con hiperaldosteronismo primario se asocia con el aumento en la
prevalencia de diabetes mellitus, con obesidad visceral, sindrome metabdlico y la secrecion de
insulina (Ronconi y cols. 2010). En pacientes en hemodialisis, los niveles de aldosterona y la
resistencia a la insulina estan estrechamente relacionados y la suma de los dos estéa relacionada
con dafios severos en los tejidos cardiovasculares (Wakino y cols. 2018). Las glandulas
suprarrenales, el tejido adiposo, el islote de Langerhans y la vasculatura estan implicados en
las acciones de la aldosterona. La aldosterona esta implicada en la patogenia de resistencia a la
insulina mediada por los receptores de mineralocorticoides. El bloqueo de los receptores de
mineralocorticoides mejora la sintesis de insulina, utilizacién de glucosa mediada por insulina
y vasorrelajacion dependiente del endotelio (Zavatta 2016). Si el estrés esta involucrado en la

sintesis de aldosterona y la resistencia a la insulina es todavia una pregunta por responder.

PANCREAS

El pancreas es una glandula mixta, ubicada retroperitonealmente en la pared posterior de la
cavidad abdominal, en el humano mide 14 a 18 cm de largo, 2 a9 cm de anchoy 2 a 3 cm de
espesor, con un peso de 50 a 100 g. Se divide en 3 partes principales: la cabeza, cuerpo y cola.



Generalmente, el cuerpo comienza en el borde izquierdo de la arteria mesentérica superior y se
considera el limite de la cabeza, mientras que el punto medio del cuerpo hacia el intestino se
considera el borde limite de la cola (Suda y cols. 2006). Consta de células acinares exocrinas
dedicadas a secretar enzimas digestivas y células endocrinas de los islotes de Langerhans, las
cuales producen hormonas (Lorberbaum y cols. 2020) relacionadas con la homeostasis de la
glucosa como la insulina (Underwood y Adler 2013). Se pueden distinguir 3 partes
macroscopicas principales: I6bulo duodenal, esplénico y gastrico (Liu y cols. 2010):

o El lobulo esplénico: constituye mas de la mitad del volumen total del pancreas, se
extiende horizontalmente entre el duodeno y el bazo; es homologo al cuerpo y la cola
del pancreas.

o Ell6bulo duodenal: se encuentra en el mesenterio que rodea el duodeno y es homologo
a la cabeza del pancreas.

o El'l6bulo gastrico: puede verse como una gran parte del 16bulo esplénico.

El pancreas de rata es lobulado, de color rosa palido, blando y se extiende desde el duodeno y

yeyuno hasta el bazo. Los estudios en ratas se han utilizado para caracterizar la fisiologia del
pancreas ya que muchos aspectos fisioldgicos y metabdlicos son semejantes al humano
(Dolgin 2010).

PANCREAS EXOCRINO

El pancreas exocrino esta constituido por numerosas porciones secretoras en forma de tabulos
y acinos, representa del 90 al 99 % del volumen total del 6rgano, el cual consta de glandulas
tubuloacinares formadas por una sola capa de células piramidales que conforman los acinos
secretores. Los tbulos y acinos desembocan en conductos excretores muy ramificados:

o El conducto pancreético principal de Wirsung: esta revestido por un epitelio columnar
alto y desemboca en la cima de la papila duodenal donde se intersecta con el conducto
biliar (principal via de drenaje del pancreas exocrino).

o EIl conducto pancreatico accesorio de Santorini: es muy variable; si esta presente,
puede desembocar en la papila menor a 2 cm por encima de la papila mayor en el

duodeno.



El jugo pancreético es un liquido alcalino claro que contiene los precursores de enzimas de
todas las clases necesarias para descomponer los componentes principales de la dieta;
mientras que las enzimas son secretadas por las celulas de los acinos pancreaticos, la
mayor parte del liquido y los iones bicarbonato del jugo pancreéatico son secretadas por las
células que forman los conductos intercalares del pancreas (Heymann y cols. 2019). Las
secreciones enzimaticas, hidroliza las sustancias nutritivas de los alimentos, mientras que
las secreciones hidroelectroliticas, actia como vehiculo de la enzimética y proporciona un
medio alcalino, necesario para la actuacion de las enzimas (Sastre y Sabaterb 2005). Se ha
estudiado la etiologia de diversas patologias aislando el pancreas exocrino, el cual sugiere
que la diabetes inducido en primer lugar por la inflamacion glandular y el aumento de la
concentracion de citosinas dentro del parénquima pancreatico median la disfuncién y
pérdida de las células B y en segundo lugar la fibrosis extensa en las células acinares
pancreaticas y los islotes de Langerhans destruye lentamente el tejido de los islotes
pancreaticos promoviendo la enfermedad del pancreas exocrino, llamada diabetes
pancreatdgena definida como diabetes tipo 3 o diabetes fragil. Esta se origina por
enfermedades crénicas pancreaticas exocrinas lo que da como resultado ciclos de
hipoglucemia (debido a una deficiencia en la secrecion de glucagon) e hiperglucemia (por
la produccion persistente de glucosa hepética y sensibilidad exagerada a la insulina) con
diversos mecanismos como: pancreatitis, adenocarcinoma ductal pancreético,
hemocromatosis, fibrosis quistica y cirugias previas del pancreas (Hart y cols. 2016;
Richardson y Park 2020; Vonderau y Desai 2022).

PANCREAS ENDOCRINO

El tejido endocrino humano adulto contiene cuatro tipos celulares diferentes que son: alfa,

beta, delta y pp; cada una de éstas producen una hormona unica: glucagén, insulina,

somatostatina y polipéptido pancreatico, respectivamente (Stevens y Lowe 1998). Los islotes

de Langerhans representan menos del 5% de la masa pancredatica, su vascularizacion esta

compuesta por muchos capilares fenestrados y es mas extensa que la del tejido exocrino (Zhou



y Melton 2018). El 75% de células endocrinas son células beta que secretan insulina, la cual se
encarga de estimular la sintesis de glucégeno, proteinas y acidos grasos; también facilita la
captacion de glucosa en las células pancreaticas. EI 20% de células endocrinas son células alfa
las cuales secretan glucagon cuyos efectos son opuestos a los de la insulina. ElI 5% de células
endocrinas son células delta, las cuales secretan somatostatina, una hormona de accion local
que inhibe otras células endocrinas. Por Gltimo, las células pp endocrinas de los islotes como
su nombre lo indica secretan polipéptido pancreatico y su funcion es estimular las glandulas
gastricas e inhibir la secrecion de bilis y bicarbonato, péptido intestinal vasoactivo que tiene
efectos similares al glucagon y estimula la funcién exocrina del pancreas (Heymann y cols.
2019).

SINTESIS DE INSULINA

La insulina es una hormona anabdlica y su sintesis y accién estan regulados en diferentes
organos por mecanismos intracelulares. Es sintetizada en las células B del pancreas, desde
donde se exporta a través de la circulacion portal al higado (Figura 1). Durante este primer
paso, los hepatocitos del higado eliminan méas del 50% de la insulina. La porcidn restante sale
del higado a través de la vena hepatica, donde sigue la circulacién venosa hasta el corazon;
esto promueve la vasodilatacion, ya que es administrada por via arterial donde se ejercen sus
acciones metabdlicas en el higado. Posteriormente, sale de la circulacion a nivel de la
microvasculatura, llegando a las células musculares y adiposas, donde estimulan la
translocacion de GLUT4 y la captacion de glucosa. La insulina restante es distribuida y

finalmente degradada por el rifion (Tokarz y cols. 2018).
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Figura 1. Biosintesis de la insulina (Tokarz y cols. 2018.

RESISTENCIA A LA INSULINA

La resistencia a la insulina se define como una respuesta biologica alterada a la estimulacion
por insulina en los tejidos diana como: el higado, los musculos y el tejido adiposo donde
intervienen procesos celulares mas complejos y su progresion puede provocar sindrome
metabolico, esteatosis hepatica y diabetes mellitus tipo 2, afectando la eliminacion de glucosa
del plasma, dando como resultado hiperinsulinemia (Lebovitz 2001), el cual puede ser un
factor impulsor para el desarrollo de la dislipidemia, presion arterial elevada y metabolismo
alterado de la glucosa (Reaven 2002). Otros autores asociaron la resistencia a la insulina con
los siguientes factores: antecedentes genéticos, envejecimiento, hiperlipidemia, higado graso,

\"



embarazo, sindrome de ovario poliquistico, lipodistrofia, estrés, inflamacién crénica y
disfuncion de la mitocondria (Ye 2013; Roden y Shulman 2019; Sanchez-Garrido y Tena-
Sempere 2020). Los principales tejidos sensibles a la insulina relacionados con el metabolismo
de la glucosa son el higado, el musculo esquelético y tejido adiposo. En ayunas, la glucosa
hepética regula la produccion por los niveles de insulina basal, mientras que, en el masculo la
captacion de glucosa del plasma es baja y el tejido adiposo proporciona &cidos grasos libres a
través de lipdlisis como fuente de energia (Ighbariya y Weiss 2017), lo que sugiere que la
resistencia a la insulina progresa a corto, mediano o largo plazo en el desarrollo y aparicion de
la diabetes mellitus tipo 2 (Kahn y cols. 2006). Asi, las células beta pancreaticas ya no pueden
sintetizar suficiente insulina para mantener la normoglucemia (Hudish y cols. 2019).

ALDOSTERONA

La aldosterona es una hormona mineralocorticoide que tiene su funcién en la reabsorcion de
sodio en la nefrona distal a través del receptor de mineralocorticoides. La produccion normal
de aldosterona esta regulada por el eje renina-angiotensina-aldosterona (RAA), a través de una
serie de pasos, la renina permite la sintesis de angiotensina Il a partir del angiotensindgeno
producido por el higado. Posteriormente, angiotensina Il induce en la corteza suprarrenal el
aumento de aldosterona, que posteriormente acta sobre el rifién para reabsorber sal y agua
(Booth y cols. 2002). La aldosterona sintasa es la principal enzima responsable de la
produccién de aldosterona por conversion de corticosterona en aldosterona (Luther y cols.
2009), al existir un desequilibrio entre alguno de estos mecanismos puede haber una
produccion independiente y no regulada de la aldosterona por la corteza suprarrenal definido
como hiperaldosteronismo primario. Algunos autores concluyen que la secrecion autbnoma de
aldosterona de una o ambas glandulas suprarrenales es independiente de sus reguladores
primarios: angiotensina Il, hiperpotasemia y corticotropina (Hundemer y Vaidya 2019; Ye
2021).

Vi



RECEPTOR MINERALOCORTICOIDE EN EL PANCREAS

La aldosterona ejerce efectos sistémicos a partir de su fuente adrenal y de fuentes tisulares
periféricas a través de su union con el receptor de mineralocorticoide en el citoplasma; el cual,
se expresa en los tubulos renales, glandulas salivales, sudoriparas y las vellosidades
intestinales, también en queratinocitos, células del hipocampo, cardiomiocitos, células
endoteliales y musculatura lisa (Gémez y Marin 2012). La expresion inmunohistoquimica del
receptor de mineralocorticoides en los islotes pancreaticos, ha sido méas notable en las células
productoras de polipéptido pancreédtico y delta (Kuhn y Lombés 2013). El receptor de
mineralocorticoide es capaz de unir aldosterona o glucocorticoides (cortisol en humanos o
corticosterona en roedores) con la misma afinidad. La aldosterona se disocia del receptor de
mineralocorticoide mas lentamente que cortisol, lo que explica una relacién aldosterona-
receptor mineralocorticoide méas estable que la del complejo cortisol- receptor de
minoralocorticoides. Por lo tanto, el receptor de mineralocorticoide tiene afinidad de union
entre aldosterona y glucocorticoides proporcionando un nivel adicional de selectividad (Kuhn
y Lombes 2013).

ESTRES

El estrés ocurre cuando el organismo siente una amenaza de interrupcién de la homeostasis
ante los estimulos adversos que surgen de acontecimientos internos y externos (Goldstein y
McEwen 2002). El estrés activa el eje hipotalamico-pituitario-suprarrenal (HPA), con la
finalidad de liberar mediadores quimicos que protejan al organismo del estrés. El estrés
cronico esta relacionado con el desarrollo de diferentes enfermedades, dando como resultado
el mal funcionamiento de drganos. El estrés crénico variable aumenta los niveles de la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la adrenocorticotropina (ACTH) sanguinea
(Franco y cols. 2016). La ACTH regula la produccion de aldosterona provocando que exista
un aumento en los niveles de angiotensina Il (Inoue y cols. 2021). La corticosterona es la
principal hormona corticosteroide en ratas y ratones, mientras que el cortisol es la hormona del

estrés suprarrenal predominante en los seres humanos (Joéls y cols. 2018).
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ANTECEDENTES

ESTRES Y ALDOSTERONA

En nuestro laboratorio, hemos mostrado en la rata joven, que la exposicién al estrés cronico
por restriccion de movimiento aumenta las concentraciones sanguineas de aldosterona
(Sanchez-Solis y cols. 2020), resultados similares fueron reportados con el estrés cronico
variable (Pérez-Sanchez y cols. En preparacion).

ALDOSTERONA E INSULINA

Los niveles elevados de aldosterona han sido relacionados con hiperinsulinemia en pacientes
con hipertension (Colussi y cols. 2007), lo que sugiere que la interaccidon de aldosterona con
resistencia a la insulina puede contribuir a mantener la hipertensién. Asi la aldosterona
contribuye a empeorar la tolerancia a la glucosa al afectar la sensibilidad a la insulina a través
del receptor de mineralocorticoides (Luther 2014), quizas por la disminucion en el nimero de
receptores de insulina como sucede en el tejido adiposo subcutaneo (Carranza y cols. 1991).
La administracion de aldosterona en un medio de cultivo de islotes de Langerhans de ratas
reduce la secrecion de insulina inducida por glucosa en un 18%. Asi, la deficiencia o exceso
de aldosterona modula la secrecién de insulina in vivo e in vitro mediante la produccién de
especies reactivas de oxigeno (Luther y cols. 2011), el cual sugiere que es un efecto
independiente de los receptores de mineralocorticoides. Por otro lado, la adrenalectomia
elimina el hiperaldosteronismo y mejora la homeostasis de la glucosa, mientras que el uso de
antagonistas del receptor de mineralocorticoides puede empeorar la homeostasis de la glucosa
y afectar la funcion endotelial en pacientes diabéticos, lo que sugiere un posible efecto
perjudicial de aldosterona a través de vias no genémicas (Marney y Brown 2007). El hallazgo
de que la aldosterona altera la secrecion de insulina in vitro e in vivo puede tener amplias
implicaciones para los pacientes con resistencia a la insulina y tolerancia a la glucosa alterada,
porque la funcion alterada de las células beta es un paso necesario en la progresion a diabetes

mellitus tipo 2 (Kahn y cols. 2006). En poblacion afroamericana, se ha observado una alta
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incidencia de intolerancia a la glucosa asociada a un alto nivel de aldosterona sérica con una
mayor incidencia de diabetes mellitus 2 después de dos afios de seguimiento, lo que sugiere
que el exceso de aldosterona puede dafiar el metabolismo de la glucosa (Joseph y cols. 2016) y
afectar el pancreas. En adicion, en humanos se ha mostrado que la aldosterona elevada leptina,
adiponectina, inflamacion y estrés oxidativo (Joseph y cols. 2018). En ratones hembras db/db
diabéticos tratados con aldosterona se induce un aumento de glucosa, apoptosis y disminucion
del nimero de células B pancreéticas y estrés oxidativo. Cuando a los ratones se les administro
espironolactona para bloquear el receptor de aldosterona no se revierte el efecto de la
administracion de aldosterona, sin embargo, aumenta el estrés oxidativo. Estos resultados
sugieren que la aldosterona pudiera estar ejerciendo sus efectos independientes del receptor
(via no gendmica) (Jin y cols. 2013). Se realizd un estudio in vitro en células promonociticas
humanas U-937, donde demostraron que la administracion de aldosterona puede reducir la
insulina, niveles de ARNm del receptor, unién a la insulina y capacidad de respuesta a la
insulina mediada por una regulacion a la baja del receptor de mineralocorticoides (Campion y
cols. 1999). Posteriormente demostraron que el receptor de minoralocorticoide representa un
importante factor transcriptor proadipogénico que puede mediar efectos de la aldosterona y los

glucocorticoides sobre el tejido adiposo (Caprio y cols. 2007).

ALDOSTERONA — INFLAMACION - FIBROSIS

La obesidad se asocia con inflamacion en el tejido adiposo y con exceso de
aldosterona. El tejido adiposo visceral es una fuente de citocinas proinflamatorias que induce
un estado inflamatorio sistémico y cronico de bajo grado, estrés oxidativo y resistencia a la
insulina (Kuhn'y Lombés 2013). Los efectos nocivos de aldosterona en la estructura y funcion
del pancreas estan relacionados con la inflamacion de los islotes y el estrés oxidativo (Hayden
y Sowers 2008). En un cultivo de preadipocitos 3T3-L1, la aldosterona estimul6 la expresion
de citocinas proinflamatorias y redujo la expresion de adiponectina y PPARy. Del mismo
modo, la aldosterona aumenta los niveles intracelulares de las especies reactivas de oxigeno en

los adipocitos 3T3-L1(Guo y cols. 2008). In vivo, la aldosterona aumenta la expresion de



citocinas proinflamatorias en el tejido adiposo de ratas, lo que provoco una reduccion de la
expresion del receptor de insulina y una alteracion del transporte de glucosa inducido por la
insulina. Durante la obesidad, la aldosterona puede participar en la induccion del estado de
inflamacion del tejido adiposo al aumentar la expresion de factores proinflamatorios (Kuhn 'y
Lombeés 2013). La aldosterona puede inducir resistencia a la insulina al inducir la inflamacién
del tejido adiposo y al alterar la sefializacion y la accion de la insulina en los adipocitos, pero
también en el musculo esquelético (Calle y cols. 2003). Sin embargo, faltan mas estudios para
esclarecer si es mediado por el receptor de mineralocorticoide.

Las células acinares pancreaticas de rata tratadas con altas dosis de TNF-o exdgeno,
exhiben un aumento notable en la produccién de interleucina (IL)-1p, IL-4, IL-6, IL-10, asi
como TNF-a. Se ha demostrado que el TNF-a regula la actividad de distintas isoformas de
proteina quinasa C (PKC) en diversos tipos de células, incluida la célula acinar pancreética.
Cambios en la actividad de PKC se asocia con la inflamacién en una variedad de tejidos,
incluyendo piel, rifidn, intestino y pancreas (Binker y Cosen-Binker 2014). El TNF-a tiene un
papel importante en diversas funciones bioldgicas, incluida la proliferacion celular, la
diferenciacion celular, supervivencia, apoptosis y necrosis celular. Muchas de las respuestas
celulares inducidas por TNF-a son mediadas por cualquiera de los dos receptores de TNF-a
(TNF-R1 y TNF-R2) (Tartaglia y Goedded 1992). En respuesta al tratamiento de TNF-a, el
factor de transcripcion NF-kB y MAP quinasas, incluidas ERK, p38 y JNK, son activadas en
muchos tipos de células (Smith y cols. 1994; Liu y Han, 2001). Sin embargo, la induccién de
apoptosis 0 necrosis se logra principalmente a través de TNFR1 (Nagata 1997). La activacion
de NF-kB y MAPK juega un papel importante en la induccion de muchas citocinas y proteinas
inmunoreguladoras y es fundamental para muchas respuestas inflamatorias (Liu 2005). El
TNF-a participa en la cascada inflamatoria que propaga la pancreatitis (Makhija y Kingsnorth
2002). El TNF-a ejerce sus efectos al unirse primero a receptores de superficie especificos en
las células diana. Estimulos estresantes inducen la secrecion de TNF-a en células acinares
pancreaticas (Liu y cols. 2009). Ademas, el estrés cronico también se acompafia de una mayor
secrecion de citocinas proinflamatorias (Vanja y cols. 2016). El estrés activa el sistema
inmunologico lo que conduce el desequilibrio de la inflamacion y la anti-inflamacion (Miller y
cols. 2009).



ALDOSTERONA-PANCREAS-LIPIDOS

Hay basicamente dos mecanismos que conducen a la acumulacion de grasa en el pancreas: 1)
la muerte de las células acinares y su sustitucion por adipocitos y 2) la acumulacion de grasa
infiltrada (Mathur y cols. 2007; Smits y Geenen 2011; Shah y cols. 2019). A diferencia del
tejido hepatico, el depésito de grasa en el tejido pancreatico no se produce de forma
intracelular sino intercelular a través de los adipocitos formados en la regién intralobulillar,
tanto en las células acinares como en las células de los islotes (Pinnick y cols. 2008). Los
monocitos y macrofagos maduros responden a la acumulacion de lipidos y sus
complicaciones, mientras que, los macrofagos del tejido adiposo que se acumulan con la
obesidad y que estan implicados en la resistencia a la insulina, cambian su fenotipo de células
alternativamente activadas (M2) a proinflamatorio (M1). Estos estudios amplian nuestro
conocimiento de la heterogeneidad del reclutamiento de monocitos y macrdfagos en respuesta
a diferentes estimulos inflamatorios y metabolicos y refuerzan la importancia de la interaccion
de los macrofagos con los adipocitos, asi como con otras células en el microambiente tisular
rico en lipidos (Gordon 2007). Asi, la acumulacion de lipidos recluta macrofagos y se ha
mostrado que la aldosterona regula la polaridad de los macr6fagos y en consecuencia se

induce la inflamacion.

ALDOSTERONA - ESTRES OXIDATIVO-PANCREAS

El estrés oxidativo celular se desarrolla cuando la produccion de especies reactivas de oxigeno
y otros oxidantes excede la defensa antioxidante (Sena y cols. 2018). El estado oxidativo en el
tejido pancreéatico se da por la exposicion cronica del estrés y se ha observado un aumento
significativo en el nivel de malondialdehido (MDA) en el tejido pancreatico de ratas adultas
(Elbassuoni y Hafez 2019). El estrés podria alterar el equilibrio del sistema
oxidante/antioxidante y causar dafio oxidativo a varios tejidos, afectando la funcion tisular al
alterar las funciones enzimdtica y no enzimatica (Sahin y Giimisli 2004). La lesion
pancreatica inducida por estrés en el islote pancreatico y las células acinares podria atribuirse a

la generacion de especies reactivas de oxigeno debido al estrés oxidativo (Binker y cols.
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2010). El estrés y el dafio oxidativo estan asociados con los mediadores de la lesion vascular y
la inflamacion en muchas enfermedades cardiovasculares, especialmente cuando se complican
como hipertension, hiperlipidemias y diabetes (Higashi y cols. 2009). La aldosterona
disminuye la secrecion de insulina sin disminuir el contenido de insulina de células B a través
de un mecanismo independiente del receptor de mineralocorticoide que también involucra al
estrés oxidativo (Luther y Brown 2011). La aldosterona inhibe la secrecion de insulina en
células B pancreaticas MIN6 (MING6 beta cell line) y en islotes pancreaticos aislados. Este
efecto no fue inhibido por un antagonista del receptor de mineralocorticoide, pero fue
prevenido en presencia de un inhibidor de la produccion de especies reactivas de oxigeno.
Estos hallazgos sugieren que la aldosterona modula la secrecion de insulina a través de la
produccién de especies reactivas de oxigeno, independientemente del receptor de

mineralocorticoide (Luther y cols. 2011).
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JUSTIFICACION

Evidencia clinica apoya que inhibir la union del receptor con la aldosterona mejoran la
homeostasis de la glucosa y reducen la incidencia de diabetes mellitus tipo 2 en sujetos con
alto riesgo de eventos cardiovasculares (Luther y Brown 2011). Se ha evaluado el impacto del
exceso de aldosterona induce intolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina y la funcién
de las células p donde los pacientes con aldosteronismo primario muestran una sensibilidad
reducida a la insulina en comparacion con los controles esenciales de hipertension sin dafar
las células B de los islotes de Langerhans (Grewal y cols. 2021). Aunque la reduccion de la
aldosterona o su inhibicién podria contribuir a los efectos beneficiosos, la relacion entre la
aldosterona y el estrés sobre el pancreas requiere mas investigacion. Por lo tanto, el presente

estudio propone la siguiente pregunta:

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El hiperaldosteronismo afecta la organizacién histoldgica e inflamacion, induce acumulacion

de triglicéridos, fibrosis y estrés oxidativo pancreatico en ratas jovenes adultas?
HIPOTESIS

El hiperaldosteronismo induce desorganizacion histoldgica e inflamacion, acumulacion de

triglicéridos, fibrosis y estrés oxidativo pancreatico en ratas jovenes adultas

OBJETIVO GENERAL

Determinar si el hiperaldosteronismo induce desorganizacién histoldgica e inflamacion,

acumulacion de triglicéridos, fibrosis y estrés oxidativo pancretico en ratas jovenes adultas.
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OBJETIVO ESPECIFICOS

e Evaluar la acumulacién de triglicérido pancreatico.

e Determinar la inflamacién por marcaje del TNF-a en cortes histolégicos.

e Analizar el arreglo histoldgico por area de los islotes de Langerhan.

e Evaluar la cantidad de fibrosis con tincion de tricromica de Masson.

e Evaluar el estrés oxidativo por concentracion de TBARS vy la actividad enzimética
antioxidante (catalasa, superoxido dismutasa, capacidad antioxidante total y glutation).

METODOLOGIA

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de 21 dias de edad. Al dia del destete se tomaron
ratas macho procedentes de madres diferentes. Se mantuvieron en cajas individuales de
acrilico (37 X 27 X 16 cm) bajo condiciones controladas de bioterio del Centro Tlaxcala de
Biologia de la Conducta con un ciclo de luz oscuridad invertido (12 horas luz/oscuridad
iniciando a las 8 am), temperatura de 22 + 3°C, humedad relativa de 60 + 5%, alimentadas con
dieta Chow 5001 purina y agua ad libitum. ElI consumo de alimento y agua fue registrado
diariamente. Se formaron 2 grupos: grupo control (C, n= 8) y grupo estrés cronico variable
(ECV, n=8). El estimulo de estrés fue aplicado a partir del dia 52 de edad durante 4 semanas,

el disefio experimental se observa en la figura 2.
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Figura 2. Disefio experimental. Se formaron dos grupos de ratas macho jovenes, el grupo 1 de ratas macho
jévenes controles sin estrés y ratas macho jovenes sometidas a estrés durante 4 semanas (n=8).

ESTIMULO DE ESTRES CRONICO VARIABLE

El estrés cronico variable consistié en exponer a la rata a cinco tipos diferentes de estrés y en
diferentes horarios, el cual tuvo una duracién de cuatro semanas seguidas. Durante la primera
semana y las siguientes se expuso a la rata al estrés sin ser repetido en la misma semana, dia 'y
hora con el proposito de que la rata no se habituara. El estrés fue aplicado a la rata después de
que cumplié 51 dias de vida durante 4 semanas: 1) Reduccion del espacio con caja limpia
durante 5 horas (se colocaron 8 ratas en una caja limpia habitualmente para 4-5 ratas de
dimensiones 50 cm x 40 cm x 21 cm, 2), nado forzado en agua caliente (28 °C) durante 10
minutos, 3) reduccion del espacio con caja sucia durante 5 horas (se colocaron 8 ratas en caja
gue es usada habitualmente para 4-5 ratas, dimensiones 50 cm x 40 cm x 21 cm, 4), nado
forzado en agua fria (18 °C) durante 10 minutos y 5) Restriccion de movimiento durante 3
horas en un tubo de 6 cm X 20 cm (Zeeni y cols. 2013; Sanchez-Solis y cols. 2020).
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OBTENCION DEL PANCREAS

Al término del periodo experimental, los animales fueron anestesiados con pentobarbital
sodico 60 mg/kg y posteriormente sacrificados por decapitacion. Inmediatamente, la rata fue
colocada en posicion supina y se realizé una incision longitudinal sobre la linea media ventral

desde la cavidad abdominal hasta el dorsal del pene para extraer el pancreas y pesarlo (Fig. 3).

AL

Figura 3. Se muestra el pancreas obtenido de una rata macho joven.

DETERMINACION DE TRIGLICERIDOS PANCREATICO

Las muestras de tejido pancreatico congelado (aproximadamente 0.5 g cada uno) fueron
homogenizados en 5.4 ml de cloroformo/metanol (2: 1; v / v; JT Baker, México) y se agitaron
en vortex. La fase organica e inorganica fueron separados por la adicion de 1.8 mL de NaCl al
0,7% (JT Baker, México). Las muestras fueron centrifugadas a 1200 rpm durante 15 minutos a
4°C. La fase organica se transfirid a un nuevo tubo y fue evaporado. Las muestras fueron
resuspendidas en isopropanol + Triton X-100 al 10%. La cantidad de triglicéridos pancreaticos
fue medida usando un kit comercial (Elitech Clinical Systems, Meéxico). El contenido de

triglicéridos pancreaticos fue reportado como mg de triglicéridos / g de tejido pancreatico.
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ANALISIS HISTOLOGICO DEL PANCREAS

El péncreas fue procesado en Bouin durante 24 horas. Posteriormente, el tejido fue
deshidratado con alcohol etilico en concentraciones ascendentes (70, 80, 96 y 100%), se aclaro
con xilol y se incluy6 en Paraplast Plus. Se obtuvieron cortes histologicos longitudinales de
5um de espesor con un microtomo, colocados en portaobjetos y posteriormente fueron tefiidos
con Tricrémica de Masson. Los cortes fueron microfotografiados con una cdmara OLYMPUS
de 5.1 megapixeles, montada en un microscopio optico Zeiss Imagen A.1 (a 400 aumentos
totales). Con el programa Adobe Photoshop CS se realizaron reconstrucciones de las imagenes
tomadas a 4x para muestrear aleatoriamente los islotes de Langerhans por animal (figura 4), a
los cuales se les determiné el &rea y la cantidad de células dentro del islote, de acuerdo con su
area. El analisis se realizé utilizando un analizador de Iméagenes AxioVision REL 4.6 (Zeiss
Inc, 2007). Cabe mencionar que los islotes fueron clasificaron de acuerdo a su area; extra-
chicos (<1000um?), chicos (1001-3000 pm?), medianos (3001-10,000 pm?) y grandes
(>10,001pm?; figura 4).

INMUNOHISTOQUIMICA DE TNF-a

Se utilizaron cortes de pancreas de 5 um de espesor. Fueron dejados en una solucion de citrato
de sodio 10 mM con pH 6 durante 3 noches a 4°C. Posteriormente, fueron incubadas al
maximo de temperatura en un horno de microondas por 10 minutos para recuperar los
antigenos. Después, las peroxidasas fueron agotadas con una solucion de peroxido de
hidrogeno al 3% durante 30 minutos. Se realizé el bloqueo de uniones inespecificas usando
suero de rata al 3%, gelatina bovina al 0.25 % y BSA al 4 % todo disuelto en una solucion de
fosfatos salina triton X 100 (PBS-T) al 0.3 % durante una hora. A continuacion, se realizo la
incubacion con el anticuerpo primario (Policlonal de conejo anti-TNF-a, 1:500 ab9739 de
abcam) durante 24 horas a 4°C. Posteriormente, el tejido fue lavado y despues incubado con el
anticuerpo secundario (anti-conejo de raton IgG-HRP, sc-2357 de santa cruz biotecnology) a
temperatura ambiente por 2 horas. Se realizo el lavado con PBS-T. Finalmente, se realiz6 el
revelado mediante kit de sustrato de peroxidasa DAB (Vector Labs USA, No. cat. Sk-4100).

XVii



Las laminillas fueron lavadas y contratefiidas con hematoxilina de mayer’s, después fueron

deshidratadas y montadas con resina de grado histolégico.

Figura 4. Se muestra reconstruccion del pancreas (tincién de Hematoxilina- Eosina).

EXTRACTOS DEL PANCREAS

Se obtuvo 10 mg de tejido pancreatico, se adiciond aproximadamente 500 pL de buffer de
lisis radioimmunoprecipitacion (RIPA Lysis Buffer) para ser homogenizado. Enseguida fue
centrifugado a 10000 rpm durante 2 minutos a 4°C, para obtener el sobrenadante.
Posteriormente se realizd una dilucién del extracto con una concentracién de 1:100 en agua

destilada. La cuantificacion de proteinas se realizé mediante el método de Bradford.
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3, 0.6 y 1 uM en volumen final de 300 pL. Finalmente la muestra fue colocada 180 pL
SUSTANCIAS REACTIVAS AL ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)

El estrés oxidativo se determind mediante la técnica de sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico (TBARS). Para esto, en un tubo de 2 mL se agreg6 70 pL de Tris 150 mM pH
7.5, 300 pL de acido tiobarbiturico al 0.4% y 90 uL de cada muestra. Se agitd en vortex e
incubd por 45 minutos a 100 °C. Posteriormente la muestra fue enfriada en hielo durante 2
minutos y se le agreg6 200 pL de KCl al 1.2 % y centrifugada a 7000 rpm durante 3 minutos.
La curva de calibracion se realizd mediante la dilucion de una soluciéon stock de
malondialdehido 30 uM como sigue 0.1, Odel sobrenadante en una microplaca para realizar la
lectura en un lector de placa BioTec modelo ELx800 a 532 nm. Los niveles de MDA se
reportaron por mg de proteina y se presentan como % de MDA con relacion al control que se
llevé a 100%.

ACTIVIDAD DE CATALASA

Se colocaron 5 g de proteina de los extractos en un volumen final de 250 pL, se ajusté el
volumen con agua miliQ. Posteriormente en cada tubo se agregaron 500 pL de fosfato de
potasio monobasico (KH2PO4) al 0.1 M, 50 pL de Tris 25 Mm pH 7.5, 250 pL de una solucion
de H207 al 0.2 M y finalmente una solucién de dicromato de potasio al 0.16 M y acido acético
glacial en una concentracion de 1:3. La curva de calibracién se realiz6 con H»O2 en
concentraciones de 0, 10, 20, 40, 80 y 160 nM. Se incuban los tubos a 97°C, se dejaron enfriar
a temperatura ambiente y se colocaron 200 pL en una microplaca para leer en lector de placa
BioTec modelo ELx800 a 550 nm. Los niveles de actividad catalasa se reportaron por mg de
proteina y se presentan como % de actividad catalasa con relacion al control que se llevo a
100%.

ACTIVIDAD DE SUPEROXIDO DISMUTASA

En una microplaca se agregaron 20 pL de muestra en 80 pL de agua destilada, luego se
agregaron 8 pL de pirogalol 2 mM, 10 pL de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT, 5 mg de MTT en 1 mL de PBS 1X). Se incubaron a temperatura
ambiente en agitacion continta cubiertas de la luz durante 5 min. Se agregaron 100 pL de
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dimetilsulféxido DMSO. La curva de calibracion se realizé con diluciones de &cido Urico a
partir de una solucion stock de 2mM como sigue 0, 15.62, 31.2, 62.5, 125,250, 500 pL en
volumen final de 1000 pL. Se realizd la lectura en un lector de placa BioTec modelo ELx800
a 550 nm. Los niveles de actividad SOD se reportaron por mg de proteina y se presentan como

% de actividad SOD con relacion al control que se llevo a 100%.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

El estado antioxidante total fue evaluado segln el método de Bahr y Basalto 2004. Treinta y
tres microlitros de suero (muestra), Agua destilada (blanco) y un estandar de acido ascérbico
se agregod a 1.0 mL de una solucion de potencial reductor férrico (FRP) (25 mL de acetato de
sodio a 300 mmol/L con pH de 3.6, 2.5 mL de hexacianoferrato de potasio (KsFe (CN)6) 50
mmol/L y 2.5 mL de cloruro férrico hexahidrato (FeCls 6H20). Se incubaron por 3 min a 37

°C. Las lecturas se realizaron a 593 nm en un lector de placa BioTec modelo ELx800.

GLUTATION

En tubos de 2 mL. Se colocaron 10 ug de proteina de los extractos en un volumen final
de 50 pL de agua destilada, se ajust6 el volumen de acuerdo con cada muestra. Para la curva
de calibracién se us6 una solucién de 5mM de cisteina y se prepararon diluciones como sigue:
1.5 mM, 1.25 mM, 1 mM, 0.75 mM, 0.50 mM y 0.25 mM. A partir de las diluciones se
tomaron 100 pL y se colocaron en tubos. Posteriormente a cada tubo se agregaron 1000 pL de
fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4) al 0.3 M, 200 uL de reactivo de Ellman (2 mg de 5,5'-
dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) en 5 mL de Citrato de Sodio dihidratado al 1%) a los tubos de
la curva y 250 pL a los tubos de la muestra. Posteriormente se agitaron en vortex y se
incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente. Se realizd la lectura en un lector de placa
BioTec modelo ELx800 a 420 nm.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos estan expresados de acuerdo con la media £ SEM. Se realiz0 la prueba t de Student
en el programa GraphPad Prism 5.01 (Graphpad Software, USA) para determinar las
diferencias significativas entre los dos grupos. Se utilizd U-de Mann Whitney para analizar las
diferencias entre el tamafio de los islotes (extra chicos, chicos, medianos y grandes) y la
cantidad de fibrosis. En todos los casos p < 0.05 fue considerado estadisticamente

significativo.
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RESULTADOS
Peso corporal, ingesta de agua y alimento

El peso corporal de las ratas expuestas a estrés cronico variable fue similar al grupo control.
Asimismo, la ingesta de agua, el consumo de alimento sélido y el total de calorias ingeridas
fue similar entre los grupos (Tabla 1).

C ECV
Peso corporal (g) 330.3 £9.27 322.6 +13.95
Ingesta de agua (ml/dia) 6.43£0.31 6.31 +0.26
Ingesta de alimento (g/dia) 3.63+0.13 3.50+0.11
Consumo de calorias (100 g de
peso corporal/dia) 12.36 £ 0.44 11.92 £0.37

Tabla 1. Peso corporal, ingesta de agua y alimento. Se muestra la media * error estandar. No hay diferencias
entre grupos. P > 0.05, t-student. Control (C, n=8) y grupo estrés cronico variable (ECV, n=8).

Peso del pancreas

El peso del pancreas de las ratas estresadas fue similar al pancreas del grupo control (Fig. 5).
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Figura 5. Peso del pancreas. Se muestra la media + error estandar. No hay diferencias entre grupos. P > 0.05, t-
student. Control (C, n=8) y grupo estrés crénico variable (ECV, n=8).
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Contenido de triglicéridos pancreéatico

El estrés incrementd el contenido de triglicéridos en el pancreas (Fig. 6).
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Figura 6. Acumulacion de triglicéridos en pancreas. Se muestra la media *+ error estandar. Diferencias
significativas comparado con el grupo C. p<0.05, t-student. Control (C, n= 8) y grupo estrés crénico variable
(ECV, n=8).

Histologia de pancreas
El nimero de islotes pancreaticos fue similar entre grupos (Fig. 7).
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Figura 7. Numero de islotes pancreaticos. Se muestra la media + error estandar. No hay diferencias entre grupos.
p>0.05, t-student. Control (C, n=8) y grupo estrés crénico variable (ECV, n=8).

Tanto en el grupo control como en el grupo estresado se observan diferentes tamafios y formas

(redondas u ovaladas) de los islotes pancreaticos (Fig.8A-H), en su mayoria ubicados cerca a

XXiii



los vasos sanguineos de diferente tamafio. Sin embargo, en el caso de los islotes extra chicos
del grupo estresado se observo que estos no presentaban una forma muy definida, debido a que
se encontraban traslapados sobre el tejido acinar (Fig. 8E). Por los diferentes tamafios de los
islotes se realizo una clasificacion en 4 categorias: extra-chicos (<1000pum?), chicos (1001-
3000 pm?), medianos (3001-10,000 pm?) y grandes (>10,001pm?). Se encontrd que el grupo
estresado presentd mayor cantidad de islotes grandes en comparacion al grupo control (Fig.81),
ademas, los islotes grandes del grupo estresado presentaron mayor celularidad (Fig.8J)
comparado al grupo control. Los islotes extra-chicos, chicos y medianos fueron similares entre

grupos (Fig.8).
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Figura 8. Fotomicrografia de islotes pancreaticos. Grupo C (A, B, C, D), grupo ECV (E, F, G, H) con tincion de

Hematoxilina-Eosina (40x). Se observa la presencia de diferentes formas y tamafios de los islotes pancreaticos.
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Se observa un islote extra-chico sobre el tejido acinar (flecha blanca). Barra de escala 50 um. Se muestra la
media * error estandar. Diferencias significativas comparado con el grupo control. p<0.05, t-student. Control (C,

n=8) barras blancas y grupo estrés cronico variable (ECV, n=8). (n=8) barras oscuras.

Expresion TNF-o pancreatica

La expresion de TNF-a se encontrd principalmente en la periferia de los islotes pancreaticos
en los grupos C (A, B, C, D, E) y ECV (F, G, H, I, J). Sin embargo, al hacer el anélisis por
tamafo encontramos que el grupo ECV tuvo mas células positivas a TNF-a en los islotes
grandes (Fig. 9k). También se observé algunas células positivas a TNF-o principalmente en
acinos y conductos pancreaticos (Fig. 9EJ). Las células positivas a TNF-o en acinos fue

similar entre los grupos (Fig. 9L).
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Figura 9. Fotomicrografia de expresion de TNF-a. Grupo C (A, B, C, D, E), grupo ECV (F, G, H, I, J) (40x). Se
observa la presencia de células positivas a TNF-a en islotes de diferentes tamafios y acinos pancreaticos. Barra de
escala 50 um. Se muestra la media + error estandar. Diferencias significativas comparado al grupo control.

p<0.05, t-student. Control (C, n=8) barras blancas y grupo estrés crénico variable (ECV, n=8) barras oscuras.
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Fibrosis pancreatica

En el grupo C se observa la presencia de una capsula delgada de tejido conjuntivo de color
transparente en el parénquima pancredtico, espacios intralobulares e intra-acinares (Fig.
10A,B), permitiendo una adecuada organizacion de la parte exocrina (acinos) y endocrina
(islotes de Langerhans). También se observa la presencia de vasos sanguineos (arteriolas y
venas) de diferentes tamafos, en donde se observan bien delimitadas sus capas (intima, media
y adventicia) (Fig. 10A). El grupo ECV presenta un engrosamiento en la capsula de tejido
conectivo que rodea al pancreas, asi como en espacios intra lobulares e intra-acinares
(Fig.10C,D). Ademas, los vasos sanguineos de diferentes tamafios presentan un engrosamiento
de las fibras de colageno que conforman la adventicia. Al analizar el marcaje encontramos que
el grupo ECV presenta un mayor porcentaje en el area cubierta por colagena comparado al

grupo control (Fig. 10E).
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Figura 10. Fotomicrografias de fibrosis pancreética. Grupo C (A,B), grupo ECV (C,D) con tincion de Tricrémica
de Masson (40x). Se observa organizacién uniforme, escasa presencia de colageno en el parénquima pancreaticos
en el grupo control. El grupo ECV presenta fibrosis alrededor de espacios intra-acinares y en espacios
interlobulares (flechas blancas). Barra de escala 50 um. Se muestra la media * error estandar. Diferencias
significativas comparado al grupo control. p<0.01, t-student. Control (C, n=8) y grupo estrés crénico variable
(ECV, n=8).
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Estrés oxidativo

El grupo ECV presentd similar contenido de TBARS al grupo control. Asimismo, la actividad

de las enzimas catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD), potencial reductor férrico (FRP)

y glutation (GLUT) fue similar entre los grupos (Tabla 2).

Control ECV Valor det Valgr e
CAT (% del control) 100 t 8.40 1094 + 4.05 t=1.007, df=12 0.3339
SOD (% del control) 100 * 9.18 105 * 23.46 t=0.1972, df=12 0.8469
FRP (% del control) 100 + 732 1084 4.39 t=0.9821, df=12 0.3454
TBARS (% del control) 100 * 3580 1405 £ 55.39 t=0.6135, df=12 0.551
GLUT (% del control) 100 * 6.05 9049 + 2.50 t=1.452, df=12 0.1721

Tabla 2. TBARS, CAT, SOD, FRAP y GLUT. Se muestra la media + error estandar. No hay diferencias entre
grupos. P > 0.05, t-student. Control (C, n=8) y grupo estrés crénico variable (ECV, n=8).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos de este estudio se obtuvieron a partir del planteamiento de 4
objetivos, utilizando un modelo de hiperaldosteronismo inducido por estrés cronico variable,
para determinar si dicha condicion afecta el area de los islotes de Langerhans, promueve una
acumulacién de triglicéridos, inflamacion, fibrosis y estrés oxidativo pacreatico.

El hiperaldosteronismo inducido por el estrés cronico variable indujo un mayor nimero
de islotes grandes con un aumento en la expresion de TNF-a, a su vez los islotes presentaron
mayor celularidad. Ademas, acumulacion de triglicéridos y fibrosis. Hemos encontrado en
nuestros resultados que el estrés crénico variable no afecta el peso corporal, ni la ingesta de
agua y alimento. Estos datos son similares tanto con previos reportes publicados en nuestro
grupo de trabajo (Corona-Pérez y cols. 2017), como por otros investigadores (Bruder-
Nascimento y cols. 2013; de Oliveira y cols. 2014). Histoldgicamente observamos diferentes
tamafos y formas de los islotes pancreaticos. Los islotes extra chicos <1000 pum del grupo
estresado no presentan una forma muy definida o se traslapan con el tejido acinar. En cuanto
al area de los islotes; los extra-chicos, chicos y medianos fueron similares entre ambos grupos
y se encontrd que el grupo estresado presenté mayor cantidad de islotes grandes. Este hallazgo
es importante porque se ha calculado matematicamente el equivalente de los islotes para
evaluar el rendimiento de estos, utilizando el diametro del islote basado en la suposicién que la
forma del islote es esférica y cada célula B tiene la misma funcionalidad. Asi, cada islote
individual extraido del pancreas humano fur incubado con glucosa baja (20.0 mM) seguido de
soluciones de glucosa alta (21.0 nM), midieron las secreciones de insulina en funcién del
diametro de los islotes, encontrando que la secrecién de insulina estimulada por glucosa alta
por equivalente de los islotes fue significativamente menor en los islotes mas grandes en
comparacion con los islotes mas pequefios. Este método revelo que los islotes pancreaticos
grandes de humanos secretan menos insulina que los islotes chicos (Fujita y cols. 2011). En
ratas adultas han mostrado que un pancreas promedio produce tres veces mas islotes pequefios
que grandes. Los islotes fueron divididos en dos grupos, pequefios (diametro <125
micrémetros) o grandes (diametro >150 micrémetros), encontrando que los islotes mas

pequefios eran aproximadamente un 20 % mas viables, y los islotes grandes contenian un
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patron disperso de células necrdticas y apoptoticas o muerte celular del nucleo
central, donde los islotes pequefios liberaron tres veces mas insulina en condiciones basales
que los islotes grandes. Durante la exposicion a condiciones de glucosa alta, los islotes
pequefios liberaron cuatro veces mas insulina que las mismas equivalencias de islotes grandes,
y los islotes pequefios liberaron cinco veces mas insulina en respuesta a la glucosa y la
despolarizacion con K*. Lo mas interesante es que los islotes pequefios fueron mas exitosos
que los islotes grandes cuando se trasplantaron a animales diabéticos (MacGregor y cols.
2006). En el grupo control existe la presencia de una capsula delgada de tejido conjuntivo y el
grupo estresado presenta un engrosamiento en la cdpsula de tejido conectivo que rodea al
pancreas, asi como en espacios intra lobulares e intra-acinares. Ademas, se observo que los
vasos sanguineos presentan un engrosamiento de las fibras de colageno que conforman la
adventicia, lo que nosotros planteamos como el inicio de fibrosis pancreatica. En un estudio
reciente donde evallUan el impacto del estrés crénico en cambios morfolégicos del pancreas,
ocurre de manera semejante el engrosamiento de la colagena alrededor de vasos sanguineos y
fibras de colageno difusas y masivas que rodean los conductos interlobulillares, arterias y
venas (Elbassuoni y Hafez 2019). Lo cual nos sugiere que este drgano al ser tan vascularizado
tiene mayor riesgo a desarrollar tejido fibrético e inflamacion provocado por estrés. Aln se
tiene poca informacion para describir como la aldosterona esta ejerciendo estos efectos
perjudiciales dentro del parénquima pancreatico.

estrés cronico variable aumenta el contenido de triglicéridos en el pancreas. Este
aumento puede ser un indicador de la presencia de la infiltracion de acidos grasos dentro del
pancreas, lo cual podria estar induciendo la formacion de nuevos adipocitos para almacenar
triglicéridos. La infiltracion de &cidos grasos dentro del pancreas puede inducir la infiltracion
de macrofagos M1 que dan lugar al inicio de la inflamacién (Shah y cols. 2019). En ratas
prediabéticas se elevan los niveles de acidos grasos libres, disminuye la funcion de las células
B (secrecion de insulina), ademas aumenta el RNAmM de citocinas de los islotes y los niveles de
proteina quimioatrayente de monocitos-1 e IL-10 (Tang y cols. 02013). Al haber un aumento
de estimulos inflamatorios y metabdlicos, la acumulacién de lipidos predispone al desarrollo
de fibrosis en el pancreas por la infiltracion de macrofagos y se ha demostrado que la

aldosterona regula la polaridad de los macrdéfagos y en consecuencia se induce la inflamacién
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(Gordon, 2007). Existe un modelo de ratdn que no posee receptores de mineralocorticoides en
células mieloides, exhiben un perfil transcripcional de activacion alternativa de un fenotipo
M1 hacia un fenotipo M2 maés antiinflamatorio (Usher, 2010). Esto podria modular la funcion
vascular, ya que se ha demostrado que los macréfagos promueven la hipercontractilidad
inducida por aldosterona, la disfuncion endotelial y el remodelado hipertréfico (Bruder,2016).
Los niveles elevados de triglicéridos pancreaticos se relacionan con un peor pronostico en
términos de mortalidad (Qian y cols. 2017). Los altos niveles de triglicéridos asociados con la
hiperlipidemia se hidrolizan para generar &cidos grasos libres. En particular, el acido
palmitico, es un acido graso libre saturado mas abundantes en el cuerpo humano (Gianfranca 'y
cols. 2017) esta asociado con la activacion de varias proteinas quinasas, el estrés del reticulo
endoplasmico, el aumento de la generacion de especies reactivas de oxigeno y el reclutamiento
de macrofagos (Nemecz y cols. 2019). La combinacion de estos factores da como resultado
una muerte celular pancreatica relacionada con el inflamasoma asociada con caspasa-1 y
gasdermina D (GSDMD) conocida como piroptosis (Wang y cols. 2009; Ramos-Junior y
Morandini 2017; Bergsbaken y cols. 2009). Se ha reportado, que los niveles elevados de
acidos grasos libres, se asocian a la resistencia a la insulina y la disfuncion de las células
(Boden y Shulman, 2002). El &cido palmitico induce la disfuncion de las células B en ratones
C57BL/6 al activar procesos inflamatorios en los islotes. También las células B activan la via
TLR4/MyD88 y producen quimiocinas que reclutan monocitos y macréfagos proinflamatorios
CD11b+Ly-6C+ tipo M1 en los islotes y la disminucion de las células tipo M1 protege a los
ratones de la disfuncién de las células B inducido por el palmitico (Eguchi y cols. 2012). Los
macrofagos de los islotes pueden influir en las células 8 con los niveles elevados de glucosa y
acidos grasos libres promoviendo un fenotipo proinflamatorio de los macréfagos en los islotes.
En consecuencia, los macro6fagos producen mayores cantidades de citocinas proinflamatorias
como IL-1p y TNF-alfa. Estas citocinas activan las vias NF-kB y JNK en las células B y
también exacerban el estrés del reticulo endoplasmico (Ying y cols. 2020).

En el presente trabajo, observamos que las células inmunorreactivas a TNFo estan
expresadas en la periferia de los islotes pancreéticos en ambos grupos. Sin embargo, en los
animales estresados se observa mayor celularidad e intensidad en la expresion de TNFa. Este

resultado es consistente con los efectos de la aldosterona sobre el aumento en la expresion de
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citocinas proinflamatorias y el aumento en la expresion de factores proinflamatorios (Kuhn y
Lombeés 2020). Las células acinares pancredticas, particularmente durante las primeras etapas
de la pancreatitis aguda, producen citocinas como el TNFa (Norman y cols. 1995;
Gukovskaya y cols. 1997). Estos hallazgos fueron corroborados con el acceso a células
acinares pancreéticas provenientes de pacientes con pancreatitis aguda y recurrente (Gu y cols.
2013). El TNF-a inhibe la transduccion de insulina y tiene efecto sobre el metabolismo de la
glucosa (Zou y Shao 2008; Aguirre y cols. 2000). También en humanos han reportado que los
niveles de TNF-a estan relacionados con el indice de masa corporal, particularmente en
hombres. En adicion, hay una correlacion significativa entre el porcentaje de la funcién de las
células B, la resistencia a la insulina y el TNF-a en pacientes diabéticos (Swaroop, 2012).
También en pacientes con pancreatitis aguda han mostrado un aumento en los niveles séricos
de TNF-o0, IL-6 e IL-33, de manera similar, las ratas con pancreatitis aguda inducida con
taurocolato de sodio también aumenta significativamente los niveles séricos de 1L-33, TNF-a
e IL-6, donde el TNF-a estimul6 la produccion de 1L-33 y posteriormente el aumento de IL-6
(Jiang, 2016). Las alteraciones en el metabolismo del TNF-a se han relacionado en trastornos
metabolicos, como la obesidad y la resistencia a la insulina (Groop y cols. 1991), lo que indica
que las perturbaciones del metabolismo del TNF-a pueden afectar la aparicion de la diabetes

mellitus tipo 2.

Nuestros resultados muestran que el estrés crdénico variable induce fibrosis en el
pancreas. Las caracteristicas histoldgicas notables en la pancreatitis cronica incluyen atrofia de
células acinares, inflamacién crénica, conductos distorsionados o blogueados e
invariablemente activacién de células estrelladas pancreaticas (PSC) asociada con fibrosis
pancreatica (Witt y cols. 2007; Apte y cols. 2012). La fibrosis en el pancreas es causada por
necrosis/apoptosis, inflamacion u obstruccion del conducto interlobular. La fibrogénesis en el
pancreas es una lesion que involucra las células mesenquimatosas intersticiales, las células de
los conductos y/o las células acinares. El dafio a cualquiera de estos compartimentos tisulares
del pancreas se asocia con la transformacion desencadenada por citoquinas de fibroblastos
residentes/células estrelladas pancreaticas en miofibroblastos y la subsiguiente produccién y

depdsito de matriz extracelular (Kloppel, 2004). La fibrosis pancreatica es causada por
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depdsitos excesivos de matriz extracelular y fibras de colageno durante la necrosis repetida
para reparar el tejido pancreatico dafiado. Clinicamente, la fibrosis pancreética es una
caracteristica patologica de la pancreatitis y el cancer de pancreas. Estudios previos han
demostrado que los monocitos se reclutan en los tejidos dafiados, diferenciandose
posteriormente en macrdfagos, estimulando la sintesis de coldgeno y fibronectina vy
participando en el proceso de fibrosis pancreatica (Mescher 2017). Ademas, los macrdfagos
interacttan con las células vecinas de manera dependiente de las citocinas para acelerar la
formacion de fibrosis pancreatica durante la pancreatitis (Zheng y cols. 2013; Xue y cols.

2015) el cual coincide con nuestros resultados.

Los estudios en humanos sugieren que la aldosterona tiene un efecto sobre la
resistencia a la insulina independiente de su relacion con la angiotensina Il o la renina, ya que
se encuentran niveles méas altos de resistencia a la insulina en individuos con
hiperaldosteronismo primario; una condicién donde los niveles de angiotensina Il y los niveles
de renina son bajos (Somldova y cols. 2010; Hannemann y cols. 2011). Asi, en pacientes con
hiperaldosteronismo primario es frecuentemente asociado con un incremento en la prevalencia
de diabetes mellitus, con obesidad visceral, sindrome metabdlico y resistencia a la insulina
(Ronconi y cols. 2010). Un estudio prospectivo en una poblacion general de Japén ha
reportado, que los niveles de aldosterona plasmatica elevada, predicen la resistencia a la
insulina después de 10 afios de seguimiento del estudio (Kumagai y cols. 2011).

Nuestros resultados muestran que el estrés cronico no afecta el estrés oxidativo
pancreatico, ni las enzimas antioxidantes. Estudios previos han mostrado que el estrés
oxidativo induce pancreatitis, sin embargo, no se debe solamente al estrés oxidativo (Folch y
cols. 1998), pero si el estrés oxidativo puede afectar la respuesta inflamatoria al inicio de la
pancreatitis (Johnson 2007). Asi, los niveles de antioxidantes disminuyen durante la
inflamacion grave, lo cual conduce el dafio pancreatico. Aunque, la pancreatisis debe ser grave
para que disminuyan los niveles de antioxidantes (Abu-Zidan y cols. 2000; Franco-Pons y
cols. 2008). Por otro lado, el aumento significativo del estrés oxidativo pancreéatico induce y
mantiene la inflamamcion pancreatica en pacientes con pancreatitis aguda (Podborska y cols.

2009). Quizas en nuestro modelo cuatro semanas de estrés es poco tiempo para inducir estrés
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oxidativo. La inflamacién y la gravedad de la pancreatitis podria estar asociada con los
radicales libres. Pocos estudios clinicos sobre el estrés oxidativo y la pancreatitis han sido
reportados (Padureanu y cols. 2022). Se requieren mas estudios preclinicos para aclarar el

vinculo entre el estrés cronico y la participacion de la aldosterona sobre el pancreas.

CONCLUSION

Los resultados sugieren que el modelo de hiperaldosteronismo inducido por estrés cronico
variable es un modelo adecuado para investigar los efectos de la aldosterona sobre el pancreas.
La aldosterona podria ser considerada como una hormona indicadora de estrés. De acuerdo
con la hipotesis de esta investigacion, nuestro estudio propone al estrés como un factor de
riesgo para inducir acumulacion de triglicéridos, inflamacion y fibrosis en ratas jovenes
adultas. Con este estudio no podemos concluir que la aldosterona directamente sea la
responsable de los efectos negativos en el pancreas. Sin embargo, estos resultados apuntan a la

disfuncion de las células .

PERSPECTIVAS

e Analizar si los efectos inducidos por el estres sobre el pancreas altera la sintesis de

insulina.

e Analizar si los efectos inducidos por el estrés cronico sobre el pancreas son
promovidos por el hiperaldosteronismo, de tal manera que bloquear el receptor de

aldosterona podria confirmar la hipétesis.
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GLOSARIO DE TERMINOS

e Célula estrellada: Células que almacenan lipidos residentes en el pancreas y el higado que
se transdiferencian a un estado miofibroblastico en el contexto de una lesidon tisular.

(Sherman, 2018)
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ANEXOS

DESHIDRATACION DEL PANCREAS
a) Despues de la diseccion mantener todo el pancreas en Bouin durante 24 horas.
b) Sacar el tejido del Bouin y realizar la Deshidratacion de acuerdo a la siguiente lista,
cuidando que la solucion cubra el tejido, manteniéndolo en agitacion.

¢) Incluir todos los tejidos con Paraplast | limpio y dejar que solidifiquen.

N. de solucion Solucion y concentracion
1 OH 70% 30 Minutos
2 OH 80% 30 Minutos
3 OH 96% 60 Minutos
4 OH 100% 60 Minutos
5 OH 100% - XILENO 30 Minutos
6 XILENO | 30 Minutos
7 XILENO I 30 Minutos
8 PARAPLAST PLUS | 2 Horas
9 PARAPLAST PLUS II 9 Horas
10 PARAPLAST PLUS 111 9 Horas

Nota: Previamente poner a licuar el Paraplast Plus en el horno a una temperatura maxima de
56°C

TINCION DE HEMATOXILINA Y EOSINA

Después de obtener los cortes histoldgicos en el microtomo se dejan secar minimo 15 dias,

posteriormente se tifien con los siguientes tiempos en las diferentes soluciones
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PASO N[e} SOLUCION TIEMPO
DESPARAFINAR 1 XILENO | 5 MINUTOS
2 XILENO Il 5 MINUTOS
3 XILENO: ETANOL 5 MINUTOS
HIDRATACION 4 OH 100% 5 MINUTOS
5 OH 100% 5 MINUTOS
6 OH 96% 3 MINUTOS
7 OH 80% 3 MINUTOS
8 OH 60% 3 MINUTOS
9 AGUA DESTILADA 3 MINUTOS
10 HEMATOXILINA HARRIS 11 MINUTOS
11 AGUA CORRIENTE 40 SEGUNDOS
12 OH - ACIDO 40 SEGUNDOS
13 AGUA DESTILADA 40 SEGUNDOS
14 OH - AMONIACAL 3-4 MINUTOS
16 AGUA DESTILADA 40 SEGUNDOS
CONTRATINCION | 17 EOSINA 3-4 MINUTOS
18 AGUA DESTILADA 40 SEGUNDOS
DESHIDRATACION = 19 ETANOL 96% 40 SEGUNDOS
20 ETANOL 96% 40 SEGUNDOS
21 ETANOL 100% 30 SEGUNDOS
22 ETANOL 100% 30 SEGUNDOS
23 ETANOL: XILENO 10 SEGUNDOS
24 XILENO | 10 SEGUNDOS
25 XILENO Il 10 SEGUNDOS
MONTAJE 26 ENTELLAN -
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TINCION DE TRICROMICA MASSON

Después de obtener los cortes histoldgicos en el micrétomo se dejan secar minimo 15 dias,

posteriormente se tifien con los siguientes tiempos en las diferentes soluciones

PASO NO. SOLUCION TIEMPO
DESPARAFINAR 1 XILENO | 5 MINUTOS
2 XILENO I 5 MINUTOS
3 XILENO: ETANOL 5 MINUTOS
HIDRATACION 4 OH 100% 5 MINUTOS
5 OH 100% 5 MINUTOS
6 OH 96% 3 MINUTOS
7 OH 80% 3 MINUTOS
8 OH 60% 3 MINUTOS
9 AGUA DESTILADA 3 MINUTOS
10 FIJADOR BOUIN 24 HRS
11 AGUA CORRIENTE 20 MINUTOS
12 HEMATOXILINA WEIGERT 11 MINUTOS
13 AGUA CORRIENTE 40 SEGUNDOS
14 AGUA DESTILADA 40 SEGUNDOS
16 AMONIACO AL 1% 2 MINUTOS
CONTRATINCION | 17 AGUA CORRIENTE 40 SEGUNDOS
18 | BIEBRICH SCARLET FUSHINA 4 MINUTOS
19 AGUA CORRIENTE 40 SEGUNDOS
20 ACIDO FOSFOTUNGSICO + 4 MINUTOS
ACIDO FOSMOTUNGSICO
21 AZUL DE ANILINA 3 MINUTOS
22 | ACIDO ACETICO GLACIAL 1% 3 MINUTOS
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23 AGUA CORRIENTE 40 SEGUNDOS
DESHIDRATACION | 25 ETANOL 96% 40 SEGUNDOS
ETANOL 100% 30 SEGUNDOS
ETANOL: XILENO 10 SEGUNDOS
XILENO | 40 SEGUNDOS
MONTAJE ENTELLAN -
NOTA:

Revisar la laminilla al salir del colorante eosina para ver si tifid. En el caso de que la hora de

montar con el entellan queden burbujas regresar el portaobjetos al xileno para volver a montar.
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El estrés crnico variable induce pancreatitis en la rata macho joven
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El hiperaldosteronismo as un trastomo de las glandulas suprarrapales. Los pacientes con
aldosteronismo primario tienen un mayor riesgo de presentar.dafio pancredtico. La
pancreatitis cronica es un trastorno relacionado a la destruccion fibrotica ‘progresiva del
drgano, provacanda inflamacidn y pérdida de la funcidn pancrédtica exadrina y endacrina.
En estudios recientes se ha observado que el estrés cronicg aumenta los niveles de
aldosterona sérica. En la rata macho joven se ha demaostrado que el estrés crdnico variable
induce inflamacion y fibrosis a nivel renal. Sin embarge, existe escasa informacidn acerca
de la relacidn entre aldosterona y alteracion#s enpdncreas en edad juvenil. Se utilizaron
ratas machos Wistar de 51 dias que formaron 2 grupos: grupo control (n=8) y grupo estrés
cranico variable (ECV; n=8) sometido a § diferentes astimulos estresantes/semana durante
4 semanas. Después de la eutanasia seextrajoel pancreas y fue pesado. El pancreas se fija
en Bouin y deshidratd con alcoholes deforma ascendente, aclarado en xilol & incluido en
paraplast. Cortes longitudinales de Sum fueron tefidos con Tricrdmica de Masson.
Utilizamos t-Student (p<0.05) para el analisis. El estrés crdnico variable promueve un mayor
nimerg de islotes grandes, mayar celularidad, v presencia de fibrosis. Los resultados
sugieren gue el estrés cronico variable induce hiperaldosteronismo y caracteristicas que
pueden condicionar el desarrollo de diabetes desde la etapa juvenil.
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