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Introducció 
 

1 EL PÀNCREES. 
 
1.1 Origen i morfologia del Pàncrees.  
El terme pàncrees prové de ��� ����� (pan kreas) que significa en grec, “tot 

carn”. Heròfil de Calcedònia (335-280 a C) i Erasístrat (304-250 a C)  van ser 

els primers anatomistes que van descriure el pàncrees al segle III a. C., però la 

seva importància vital no es va descobrir fins molt més tard. Al 1642 Johan 

Georg Wirsung va descriure el conducte excretor principal que porta el seu 

nom, i no va ser fins la meitat del segle XIX quan Paul Langerhans va descriure 

la seva estructura histològica. Al 1856 Claude Bernard va induir la primera 

pancreatitis experimental i va descobrir l’efecte de la lipasa. Finalment, al 1889 

va aparèixer la primera publicació, en la que Reginald Heber Fitz explicava els 

canvis clínics i anatomopatològics en malalts amb pancreatitis aguda greu (Fitz 

HR. 1889). 

 

El pàncrees és un òrgan que en humans, mostra una longitud que varia entre 

15 i 25 cm i pesa entre 70 i 150 g en l’adult. Es troba situat en la cavitat 

peritoneal en la part superior del retroperitoneu i està en íntim contacte amb 

altres òrgans com l’estómac, el duodè, el colon transvers, el ronyó i la glàndula 

suprarenal (Figura1) (Bardeesy, N. 2002). 

 

 
      Figura 1: Localització i arquitectura del pàncrees humà. Estructura d’un acinus pancreàtic.  
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El pàncrees és una glàndula digestiva que presenta funcions exocrines i 

endocrines. La part endocrina representa al voltant d’un 2 % de la massa total i 

està formada per grups cel·lulars dispersos per tot el parènquima, els illots de 

Langerhans. La seva funció és la secreció d’hormones essencials per al control 

del metabolisme de la glucosa. El pàncrees endocrí està format per 4 tipus 

cel·lulars: majoritàriament per cèl·lules � encarregades de secretar insulina i 

cèl·lules � que secreten glucagó. En menor proporció, per cèl·lules � i pp que 

s’encarreguen de secretar somatostatina i el pèptid pancreàtic, respectivament. 

El pàncrees exocrí comprén aproximadament el 85 % de la glàndula i 

s’encarrega de la secreció dels sucs digestius al duodè a traves del conducte 

pancreàtic (Navarro S i cols. 2002) 

 
1.2 Fisiologia i bioquímica del pàncrees exocrí 
El pàncrees exocrí està organitzat en lòbuls separats per zones de teixit 

connectiu pel qual passen vasos sanguinis, vasos limfàtics, nervis i conductes 

interlobulars. L’estructura interna dels lòbuls consisteix en acins formats per 

una monocapa de cèl·lules epitelials que envolten la llum acinar (Figura 2) 

(Morgenroth K i cols 1991).  

 

La cèl·lula acinar del pàncrees té forma piramidal i el nucli, arrodonit, es 

localitza a la part basal del citoplasma. Aquesta és la cèl·lula amb major 

capacitat de síntesi proteica de l’organisme i presenta un reticle endoplasmàtic 

molt gran, agrupat en la regió bassal de la cèl·lula. L’aparell de Golgi constitueix 

el segon orgànul de les cèl·lules acinars i és on es col·lecten i es processen les 

secrecions pancreàtiques. Es sap, per mètodes autoradiogràfics, que la barreja 

de les substancies secretores és transportada a l’aparell de Golgi entre 15 i 20 

min desprès de la seva síntesi. Posteriorment, al citoplasma apical s’acumulen i 

emmagatzemen les proteïnes en els anomenats grànuls de zimogen. La llum 

de cada àcinus està envoltada per cèl·lules centreacinars encarregades 

d’elaborar compostos bicarbonatats que es troben al suc pancreàtic.  
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Figura 2: Anatomia dels pàncrees: el pàncrees exocrí està constituït per cèl·lules ductals i 

l’endocrí consta de quatre tipus cel·lulars especialitzats i organitzats en illots compactes 

dins del teixit acinar. (a) Anatomia del pàncrees, (b) pàncrees exocrí, (c) àcinus aïllat i (d) 

illot pancreàtic rodejat de teixit pancreàtic exocrí. (Bardeesy N i col 2002) 

 

La secreció del pàncrees exocrí està regulada bàsicament per estímuls 

nerviosos i per les hormones gastrointestinals: secretina, gastrina i 

colecistoquinina. La producció de suc pancreàtic en humans varia entre 1,5 i 2 l 

diaris i conté més de 20 enzims diferents. La majoria són sintetitzats en forma 

de proenzims inactius o zimògens  i només són activats quan arriben al duodè. 

Allà actua l’enteropeptidasa, sintetitzada a l’epiteli intestinal, transformant el 

tripsinogen (precursor inactiu) en tripsina (Morgenroth K i cols 1991). La tripsina 

és l’enzim clau que activa la resta dels zimògens.  

 

L’aspecte més important de la cèl·lula acinar és la seva perillositat; ja que una 

activació prematura dels enzim pancreàtics portaria a la pròpia digestió del 

pàncrees (Chiari H. 1986). Precisament aquest fet es considera essencial en 

l’aparició i desenvolupament de la pancreatitis aguda (PA).  
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En condicions fisiològiques normals, aquest fenomen no té lloc donat que el 

pàncrees ha desenvolupat múltiples sistemes d’autoprotecció com ara: la 

síntesi d’enzims proteolítics en forma de precursors inactius o zimògens, 

l’elevada resistència de la cèl·lula acinar a l’acció de la quimiotripsina, tripsina i 

fosfolipasa A2, i la producció pancreàtica d’inhibidors específics de proteases 

que són transportats juntament amb els enzims inactius a través de la cèl·lula, 

com és el cas de la proteïna inhibidora de la tripsina. 

 

El sistema ductal del pàncrees exocrí està molt menys caracteritzat que 

l’acinar, un fet sorprenent si es té en compte que les dues principals patologies 

associades al pàncrees (pancreatitis i adenocarcinoma pancreàtic) 

probablement tenen el seu origen en ell (Brad D.J. i cols 1998; Hilgers W i col 

1999). Aquest sistema és utilitzat per transportar el suc pancreàtic i està format 

per un sistema de conductes (Wirsung i Santorini) que van fins al canal biliar 

comú. En general, està revestit per una sola capa de cèl·lules epitelials. La 

producció de mucus per part de l’epiteli ductal és necessària per facilitar el 

transport de la secreció i per protegir a les cèl·lules dels enzims segregats. 
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2. LA PANCREATITIS AGUDA 
 
2.1 PANCREATITIS AGUDA 
La pancreatitis aguda és un procés inflamatori agut del pàncrees, 

desencadenat per una activació inapropiada dels enzims pancreàtics, amb lesió 

tissular i resposta inflamatòria local, que pot desembocar en una resposta 

sistèmica i fallida multiorgànica. La pancreatitis es classifica com aguda a no 

ser que, per tomografia computeritzada (TC) o per colangiopancreatografia 

retrograda endoscòpica (CPRE), es trobin signes de pancreatitis crònica. 

Aquesta malaltia normalment és un procés reversible. Durant un atac agut és 

possible que les funcions pancreàtiques exocrines i endocrines no siguin 

normals. La funció endocrina retorna a la normalitat poc desprès de la fase 

aguda, mentre que la exocrina pot necessitar molt més temps per recuperar-se 

per complert. 

 

La PA està causada per un desajust en els diferents factors involucrats en el 

manteniment de l’homeòstasi cel·lular del pàncrees, que inclou una cascada 

d’esdeveniments que comencen dins la cèl·lula acinar. El mecanisme exacte 

que indueix aquesta malaltia encara és objecte de debat. El més comú i 

acceptat és que la pancreatitis comença per un dany en la cèl·lula acinar, el 

qual permet l’alliberament d’enzims pancreàtics (tripsina, quimotripsina, 

elastasa, lipasa, hidrolases lisosomals) a l’interior de l’òrgan, iniciant-se així tot 

un procés de digestió del pàncrees (Figura 3). Aquest procés causa el 

trencament de membranes cel·lulars i la desestructuració de l’arquitectura 

pròpia dels acins provocant edema, dany vascular, hemorràgia i necrosi. (Van 

Acker GJ i cols 2002) 

 

Encara que no hi ha dubtes sobre la potencial perillositat de l’activació dels 

enzims digestius, els intents per tractar la pancreatitis usant inhibidors 

d’aquests enzims han fracassat reiteradament.  Aquest fet ha posat de manifest 

que la PA no és únicament un procés autodigestiu. És per aquest motiu que 

durant els últims anys s’han publicat un gran nombre de treballs centrats en 

mecanismes relacionats en la resposta inflamatòria. Aquests treballs descriuen 
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el paper de diferents mediadors, com els metabòlits de l’àcid araquidònic, l’òxid 

nítric i, especialment, les citocines i les molècules d’adhesió necessàries per al 

reclutament de leucocits (Closa D i cols 1994; Molero X i cols 1995).  
 

Edema 

 
 
Figura 3: Paper de l’activació de la tripsina en la patogènesi de la pancreatitis aguda. 

(Sakorafas GH i cols  2000) 

 
Diferents estudis clínics han determinat un increment en els nivells sèrics de 

diferents citocines en pacients amb PA, així com una correlació directa entre 

els nivells d’aquests citocines i la gravetat de la PA (De Beaux AC i cols 1996).  

Entre aquestes citocines s’inclouen el TNF� (factor de necrosi tumoral alfa), la 

interleuquina1 (IL1) i la Interleuquina6 (IL6). Aquests mediadors poden induir la 

infiltració de monòcits i neutròfils  polimorfonuclears que, a la vegada, poden 

generar grans quantitats de substàncies tòxiques, incloent radicals lliures 

d’oxigen i enzims hidrolítics. A més a més, les citocines actuen induint  la 

síntesi de més citocines, amplificant la resposta inflamatòria tant a nivell local 

com a nivell sistèmic.  

 

Els mediadors de la inflamació serien el nexe d’unió entre la lesió pancreàtica, 

un procés inicialment local, i la lesió dels òrgans a distància que fan d’aquest 

procés una malaltia sistèmica.  

Dany cèl·lula acinar

Necrosi grassa Agressió Inflamació

Activació de la  Activació de la  
Lipasa Cal·licreïna 

Activació de la 
TRIPSINA 

Activació de la Activació de la  Activació de la  
Elastasa Fosfolipasa A2 Quimiotripsina 

Necrosi Edema Dany vascular
Coagulació Dany vascularHemorràgia 
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2.2 Etiologia: 
La llista de factors etiològics en pancreatitis aguda és extensa, tal i com es 

recull en la Taula 1. Tot i això, les dues causes més freqüents són les malalties 

de la via biliar i l’alcoholisme, responsables cadascuna de prop d’un terç dels 

casos.  

 

Taula 1: Principals factors etiològics implicats en la pancreatitis aguda 

 
1. Litiasi biliar: 40-50 % dels casos. Malgrat tot, sols en el 20-30 % es troba 

el càlcul biliar a la papil·la. El fang biliar i la microlitiasi són factors de risc 
pel desenvolupament de la PA i probablement són la causa de la majoria 
de les PA idiopàtiques. 

2. Alcohol: 35 % de les PA. És poc freqüent en bevedors ocasionals. 
3. Post-CPRE: Hi ha hiperamilasèmia en el 50 % de les CPRE i símptomes 

en el 1-10 % dels casos. 
4. Post-quirúrgica: En cirurgia major cardíaca i abdominal. Alta mortalitat 

(10-45 %). 
5. Hipertrigliceridemia: Amb trigliceridemia>1000 mg/dl. Mecanisme 

desconegut. 
6. Idiopàtica: Representa el 10 % dels casos. 
7. Fàrmacs: Azatioprina, valproat, estrògens, metronidazol, pentamidina, 

sulfonamides, tetraciclines, eritromicina, trimetropin, nitrofurantoïna, diürètic 
de nansa, tiazides, metildopa, mesalamina, sulindac, paracetamol, 
salicilats, cimetidina, corticoides, ddl, L-asparginasa, 6-mercaptopurina, 
procainamida, cocaïna, IECA. 

8. Infeccions: 
- Virus: VIH, CMV, parotiditis, Coxackie, EBV, rubèola, varicel·la, 

adenovirus. 
- Bacteris: Mycoplasma, Salmonella, Campylobacter, Legionella, 

Leptospira, TBC. 
- Paràsits: Àscaris, Fascíola hepàtica. 

9. Traumatisme. 
10. Metabòlica: Hipercalcèmia, insuficiència renal. 
11. Obstructiva: Obstrucció de la papil·la de Water (tumors periampulars, 

diverticle yustacapil·lar, síndrome de la nansa aferent, malaltia de Crohn 
duodenal), pàncrees divisum, pàncrees anular, tumor pancreàtic, 
hipertomia de l’esfínter d’Oddi. 

12. Tòxics: Organofosforats, verí d’escorpí. 
13. Vasculars: Vasculitis, hipotensió, èmbols de colesterol. 
14. Malalties associades a la PA: Pancreatitis hereditària, úlcera duodenal 

penetrada, hipotèrmia, trasplantament d’òrgans, fibrosi quística, cremades, 
carreres de fons. 
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2.3 Epidemiologia i classificació  de la pancreatitis 
La variabilitat en la presentació, etiologia i evolució clínica de la PA ha dificultat 

el seu estudi. Després de la primera descripció de la PA per Reginald Heber 

Fitz en 1889 (Figura 4) hi ha hagut molts intents per classificar la malaltia 

basant-se inicialment en criteris post-mortem o per descobriments en cirugies.  

 

 
Figura 4: Portada de l’article d’En HR Fitz (Fitz HR. 1889) 

 

La incidència de la PA sembla haver-se incrementat notablement en els últims 

anys i en la majoria de registres es troben entre 5 – 11 casos per 100000 

habitants i any. Aquest incidència mostra amplies variacions d’uns països a 

altres. Aquestes diferencies poden estar influïdes per falta d’uniformitat en els 

criteris de diagnòstic, per el interès posat  en la seva identificació, així com per 

les diferents incidències dels factors etiològics en les poblacions de referència. 

La mitjana d’edat de presentació de la població afectada és de uns 55 anys, i la 

majoria dels casos es troben entre els 30 i 70 anys. 

 

En el simposi celebrat a Atlanta en 1992 es va establir un sistema de 

classificació basat en aspectes clínics per la pancreatitis (Bradley EL 1993) 

L’objectiu d’aquesta reunió va ser establir estàndards internacionals per definir 

d’aquesta malaltia i les seves complicacions, fent possible uns criteris 

uniformes que permetessin la selecció de pacients per possibles assajos 

prospectius. En aquest simposi es van considerar dos tipus de PA: la 
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intersticial, que afecta al 85 % dels pacients i la necrosant, que inclou el 15 % 

restant (Dziurkowska-Marek A i cols 2004, Blum T i cols. 2001). D’aquests 

últims el 33 % presenta infecció de la necrosi (De Beaux AC i cols 1995). 

Aproximadament el 10 % de la PA intersticial presenta fallida orgànica, 

generalment transitòria i amb una taxa de mortalitat quasi inexistent. Malgrat 

tot, la prevalença mitjana de la fallida orgànica en la PA necrosant és del 54 %, 

i és més elevada en la necrosi infectada (34-89 %) que en la necrosi estèril (45 

%-73 %) (Perez A i cols 2002; Lankisch PG i cols 2000; Pederzoli P i cols 1993) 
La mortalitat en absència de fallida orgànica és poc freqüent, però en el cas de 

fallida d’un òrgan és del 3 % i, si és multiorgànica del 47 % (Isenmann R i cols 

1999). La mortalitat deguda a aquesta causa sol presentar-se dins de les 

primeres dues setmanes, mentre que si està provocada per la infecció de la 

necrosi o per complicacions de la necrosi estèril es produeix desprès 

d’aquestes dues setmanes. Per totes aquestes raons, la PA constitueix un 

important problema de salut. 

 

2.4 Símptomes i signes de la pancreatitis aguda 
El dolor abdominal és el símptoma fonamental i està present des del 

començament en la major part dels atacs de PA. Pot estar precedit per un còlic 

biliar o consum d’alcohol dintre de les 72 h prèvies. Normalment es localitza en 

tot l’hemiabdomen superior, però pot limitar-se únicament al mesoepigastri, a 

l’hipocondri dret i més rarament, al costat esquerre. El dolor empitjora en 

decúbit i en un 50 % dels casos s’irradia a l’esquena “en cinturó”. Sol ser 

d’intensitat creixent, arribant a una màxim en 30-60 min, i pot romandre 

constant durant hores o dies amb una intensitat que pot variar de moderada a 

molt intensa. Les nàusees i els vòmits estan presents en el 80 % dels casos. 

 

En l’exploració física pot existir poca correlació entre la intensitat del dolor i el 

que es troba en l’exploració abdominal. Amb la palpació es pot percebre una 

sensació d’empastament en la regió epigàstrica-abdomen superior, amb un 

important dolor en aquesta zona, però els signes de irritació peritoneal rares 

vegades apareixen. Els pacients amb pancreatitis lleu poden tindre únicament 

una lleu sensibilitat a la palpació abdominal. Amb freqüència existeix distensió 

abdominal i absència de peristaltisme per ili paralític associat.  
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A nivell cutani podem trobar icterícia secundaria a coledocolitiasi o a altres 

causes d’obstrucció de la via biliar o inclús per a una malaltia hepàtica 

coexistent. L’equimosi periumbilical (signe de Cullen) o en flancs (signe de 

Gray-Turner) són poc freqüents i indiquen mal pronòstic. La necrosi del greix 

subcutani, que es manifesta en nòduls subcutanis i panniculitis, normalment en 

les extremitats inferiors, és característica però també infreqüent. 

 

Una dada a tenir en compte és l’obesitat ja que un índex de massa corporal 

(IMC) >30 % s’associa a mal pronòstic. 

 

2.5 Resposta inflamatòria durant la pancreatitis aguda 
Durant la PA es produeix una inflamació del pàncrees secundaria a l’activació 

intragranular dels enzims pancreàtics, cosa que produeix alteracions de la 

microcirculació: vasoconstricció, disminució de la saturació d’oxigen i isquèmia 

progressiva. Aquestes anormalitats augmenten la permeabilitat vascular i 

produeixen edematització de la glàndula i, a més a més, poden produir 

extravasació al peritoneu de fluid intravascular ric en proteïnes.  

En la PA, la síndrome de resposta inflamatòria sistèmica (SIRS) és freqüent i 

possiblement es produeixi degut als enzims pancreàtics i citocines activades i 

alliberades a la circulació des del pàncrees inflamat. Alguns pacients amb dany 

pancreàtic greu, desenvolupen complicacions sistèmiques greus, com febre, 

síndrome de distrés respiratori agut (SDRA), vessaments pleurals, insuficiència 

renal, shock i complicacions metabòliques (hipocalcemia, hiperlipidemia, 

hiperglucemia, hipoglucemia). En el curs d’una PA és molt probable que, per 

isquèmia intestinal, es trenqui la barrera intestinal i permeti la translocació 

bacteriana des de l’intestí, cosa que pot provocar una infecció local i sistèmica. 

 

El grup de Norman (Norman i cols 1995a)  ha posat de manifest que després 

de la inducció de la PA els macròfags són els activadors de la resposta 

inflamatòria. Amb la seva capacitat d’activar a altres leucocits i produir grans 

quantitats de mediadors proinflamatoris, estenen i amplifiquen la inflamació. 

Estudis in vitro de monòcits obtinguts de pacients amb pancreatitis aguda es 

troben activats, i presenten un augment en la secreció de TNF� i IL6 en el medi 

de cultiu cel·lular (McKay CJ i cols 1996). 
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Els enzims pancreàtics activats, la disfunció de la microcirculació, l’activació de 

leucocits i l’alliberament de mediadors inflamatoris comporta un ràpid 

deteriorament del teixit pancreàtic i  la necrosi (Figura 5). La interacció entre 

aquests factors fan difícil valorar el paper desenvolupat individualment per ells 

a l’hora de induir la lesió pancreàtica. Tot plegat fa que la inflamació s’estengui 

fora del pàncrees induint la formació de líquid ascític que s’acumula en la 

cavitat peritoneal, provocant una resposta inflamatòria sistèmica que pot 

desembocar, en els casos més greus, en una fallida multiorgànica (FMO) 

(Ogawa M i cols 1998, Sakorafas GH i cols 2000). 

 

Dany cèl·lula acinar

Activació de cel·lules inflamatòries:
Neutròfils, Linfòcits, Plaquetes

Macròfags/monòcits,
Cel·lules endotelials

Mediadors proinflamatoris:
TNF�, IL1�, IL6
NO, RLO
Metabols. Ac. Araquidònic

Mediadors antiinflamatoris:
IL10, IL4, IL13, IL-1ra

Quemoquines:
IL8, MCP-1, Rantes

SIRS:
Sistema del complement
Sistema de coagulació

Dolor
Sistemes proteolítics

Resposta Fase Aguda
Fallida multiorgànica:
SDRA,
Oliguria
Shock
Depresió miocardica
Isquemia intestinal

Sepsies

-

+ +

-

Enzims pancreàtics Radicals lliures Antioxidantes-

-

+ +

+

 
Figura 5 : Esdeveniments fisiopatològics i alliberament de mediadors en la pancreatitis aguda. 

 

2.5.1 Líquid ascític associat a la pancreatitis 
Molts treballs descriuen la contribució que l’ascítis pancreàtica té en la 

fisiopatologia i evolució  de la PA i en l’afectació sistèmica (Satoh A i cols 

1999). Aquest líquid ascític associat a la pancreatitis aguda (PAAF) és ric en 

proteïnes, enzims pancreàtics com lipasa, amilasa i d’altres. S’ha demostrat 

que durant la PA hi ha un increment de la permeabilitat peritoneal que 

contribueix al pas d’enzims  pancreàtics a traves del peritoneu al torrent 
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circulatori (Sevensson C i cols 1989). A més a més, en l’ascítis pancreàtica es 

detecten mediadors proinflamatòris, l’origen dels quals semblen ser els 

macròfags peritoneals activats que contribueixen a la generalització de la 

inflamació. Tot i això, aquestes citocines no semble ser els únics factors 

inflamatoris  presents en l’ascítis, ja que continua provocant efectes sistèmics 

encara que no hi hagi la presència aquestes citocines (Denhain W. 1997). 

 

S’ha descrit que el rentat del PAAF de la cavitat peritoneal és beneficiós per la 

taxa de supervivència en un model experimental de pancreatitis hemorràgica 

(Niederau C i cols 1988) encara que aquest rentat no ha millorat molt les taxes 

de mortalitat i morbilitat en assajos clínics (Platell C i cols 2001).  
 
2.5.2 Síndrome de la resposta inflamatòria sistèmica i fallida 
multiorgànica 
La PA és un procés inflamatori localitzat inicialment en el pàncrees però que, 

depèn de l’estat de la cèl·lula acinar i de la intensitat i persistència dels factors 

agressors causals, pot ser el inductor d’una resposta inflamatòria sistèmica 

exagerada. 

 

La SIRS està induïda per mediadors inflamatoris sistèmics com l’estrés 

oxidatiu, PAF (factor activador de plaquetes), citocines (TNF�, IL1, IL6, IL10, 

Interferó� (INF�), etc.), FLA2 (Fosfolipasa A2), molècules d’adhesió i per 

l’activació de cèl·lules inflamatòries (neutròfils, mastòcits, endoteli vascular). En 

la PA la SIRS pot manifestar-se al inici de la malaltia i fer-se més intensa amb 

l’aparició de noves agressions com la sèpsies, cirurgies o complicacions 

vasculars.     

 

La importància de reconèixer la SIRS està en el  fet de que un tractament 

adequat pot reduir el procés. Si la SIRS evoluciona, l’extensió del procés 

inflamatori a altres òrgans es fa més patent (pulmó, ronyó, sistema 

cardiovascular) i pot conduir a la fallida funcional dels mateixos. Es considera 

que la FMO és conseqüència de la SIRS i es presenta aproximadament en un 

30 % dels pacients amb sepsis, en un 40 % dels pacients amb cremades i en 

un 24 % de les pancreatitis agudes greus.  
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La FMO és una de les característiques que tipifiquen la PA greu segons la 

classificació d’Atlanta. Al igual que la SIRS, la fallida multiorgànica presenta 

dos pics de incidència en el curs d’una pancreatitis aguda que tendeixen a 

solapar-se: la major part dels casos ocorren en una fase inicial 

(aproximadament durant els primers 7 dies de malaltia), on es pensa que la 

FMO es conseqüència d’un excés de resposta inflamatòria aguda inicial. 

Superada aquesta fase inicial, pot tornar a  aparèixer FMO (segon atac) en 

resposta a una agressió posterior (segona - quarta setmana), generalment per 

infecció i sepsis. El tractament ha de ser de suport intensiu i és important 

identificar, i tractar, les causes desencadenants. Tot i això, un cop 

desencadenada la FMO la mortalitat augmenta i guarda una relació amb el 

nombre d’òrgans afectats. 

 

Malgrat tot, es desconeixen els  factors que determinen que la progressió de la 

PA sigui auto-limitada en alguns casos mentre que en d’altres es desencadeni 

un procés de inflamació sistèmica fulminant. 

                                                 

2.5.3 Inflamació pulmonar associada a la pancreatitis aguda 
El trastorn orgànic més freqüent que pot sorgir durant la pancreatitis ocorre a 

nivell pulmonar i es considera la causa més important de mortalitat immediata 

(De Campos 2007). La disfunció pulmonar s’observa en el 50 % dels pacients 

amb PA severa i és un dels factors més importants de mort en la primera 

setmana de la malaltia (Buter A i cols 2002). Malgrat els avanços en el 

diagnòstic i el tractament de la inflamació pancreàtica, l’únic tractament efectiu 

per a les complicacions pulmonars és el de manteniment vital en els serveis de 

cures intensives (Werner J i cols 2003). Tot i que s’està fent un gran esforç per 

a esbrinar els mediadors implicats en la lesió pulmonar associada a la 

pancreatitis aguda, encara no es coneixen tots els mecanismes pels que una 

lesió localitzada en el pàncrees pot induir una afectació en òrgans distants i 

especialment, al pulmó.  

 

En els models experimentals on es va caracteritzar les alteracions histologiques 

de la lesió pulmonar associada a la PA, es va descriure una important 

proliferació i migració de leucocits polimorfonuclears a l’interior dels capil·lars 
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pulmonars (Steer ML i cols 2001). Posteriorment s’observaven alteracions en 

les cèl·lules endotelials, edema intersticial i engruiximent de la membrana 

alveolocapil·lar amb el consegüent augment del pes sec. Finalment, es 

produeix la destrucció hemorràgica dels alvèols i la pèrdua completa de 

l’arquitectura alveolar (Figura 6). Aquests canvis morfològics que suposen un 

augment de la permeabilitat vascular, es tradueixen funcionalment com la 

interferència en el intercanvi gasos i produeix l’alteració de la relació ventilació-

perfusió donant lloc a la hipoxèmia (Feddersen CO i cols 1991; Willemer S i 

cols 1991). 

 

control PA 3h PA 18h 

 
Figura 6: Evolució les alteracions de la lesió pulmonar durant la progressió de la PA. 

Alteracions com la infiltració de leucocits i el col·lapse alveolar. (H-E) 

 

Diferents línies de investigació sobre la patogènesi de la lesió pulmonar en la 

PA han suggerit múltiples mecanismes que podrien estar implicats. La majoria 

d’aquestes hipòtesis condicionen l’aparició de la lesió pulmonar a l’acció d’un 

intermediari que desprès de la seva activació en el pàncrees desencadena 

diferents efectes sistèmics. Entre aquests mediadors hi ha la xantina oxidasa 

(XOD), el TNF�, el complement activat, la FLA2 o l’elastasa, però no l’amilasa, 

la lipasa o la tripsina (Folch E i cols 2003).  

 

Un d’aquests mecanismes implica l’acció de les proteases alliberades pel 

pàncrees inflamat a la circulació sistèmica (Tahamont MV i cols 1982). Aquesta 

acció se li va atribuir a la fosfolipasa, ja que la instil·lació de FLA2 a nivell 

pulmonar produeix edema alveolar, acumulació de cèl·lules inflamatòries, 

alteració de intercanvi gasos i alta mortalitat (Edelson JD i cols 1991). La FLA2 

participa de forma determinant en molts processos inflamatoris per la seva 
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acció directa sobre les membranes cel·lulars, com a inductor de la síntesi 

d’altres productes proinflamatoris i per la seva acció com a segon missatger 

intracel·lular. 

 

A l’observar preparacions histològiques pulmonars, tant de pacients com 

d’animals d’experimentació amb PA severa i lesió pulmonar, apareix un 

important infiltrat pulmonar inflamatori, fonamentalment format per 

polimorfonuclears; això suggereix que es produeix un quimiotactisme dels 

neutròfils als pulmons i un augment de la permeabilitat vascular pulmonar. En 

els últims anys van augmentant les evidències de que certs factors derivats 

dels macròfags alveolars exerceixen un important poder quimiotàctic 

(Kyriakides C i cols 2001). Per una altra banda, l’elastasa pancreàtica és un 

potent quimiotàctic a nivell pulmonar.  

Un cop reclutats els neutròfils al pulmó, la lesió pulmonar es produeix per 

diferents mecanismes que inclouen l’alliberament d’enzims lisosomals i l’estrés 

oxidatiu mitjançant la generació de radicals lliures d’oxigen (RLO). La generació 

de RLO augmenta l’adherència entre els neutròfils i cèl·lules endotelials i és 

essencial per a la infiltració de les cèl·lules inflamatòries als espais alveolars. 

L’activitat dels neutròfils també està associada a l’activació del metabolisme de 

l’àcid araquidònic en la PA experimental, tant per la via de la ciclooxigenasa, 

com per la via de la lipooxigenasa que generen mediadors proinflamatoris. 

 

Altres molècules involucrades en la relació neutròfils-endoteli són les molècules 

d’adhesió. La PA indueix un augment de l’expressió de la P-selectina en el 

pulmó mitjançant els RLO, per la via depenent de la XOD alliberada pel 

pàncrees danyat (Folch E i cols 1999). La participació de la XOD pancreàtica 

com inductora de la lesió pulmonar en la pancreatitis ha estat àmpliament 

estudiada. En les fases inicials de la PA, la XOD alliberada en la circulació 

sistèmica actua generant RLO i promovent el reclutament de neutròfils. 

L’especial sensibilitat  dels pulmons als efectes de la XOD es deuen a la 

presència d’altes concentracions d’oxigen molecular lliure (no unit a 

l’hemoglobina, com ocorre a la sang) necessari per catalitzar les reaccions de 

la XOD (Granell S i cols 2004). 
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La lesió pulmonar durant la PA és un camp d’investigació en plena activitat on 

s’impliquen diversos mediadors de la inflamació i cèl·lules del sistema 

immunològic. Aquest fet explicaria perquè els intents terapèutics mitjançant el 

bloqueig d’un sol mediador han fracassat fins a data d’avui. Les qüestions de 

major importància en l’actualitat són esbrinar quins mediadors actuen com 

activadors de la resposta sistèmica i de quines cèl·lules són alliberats. 

 
2.5.4 Implicació dels lípids en la pancreatitis aguda 
Actualment es coneix que l’obesitat comporta un component inflamatori, 

caracteritzat per la infiltració de macròfags en el teixit adipós i per alteracions 

en la generació de citocines sintetitzades pels adipòcits (adipoquines). Aquesta 

producció de molècules amb efectes importants sobre la resposta inflamatòria 

porta a considerar el teixit adipós com un teixit, que en certes circumstancies, 

pot potenciar la inflamació a òrgans distants. 

En el teixit adipós, els adipòcits estimulats amb senyals proinflamatòries 

secreten reactants de fase aguda i mediadors de la inflamació com TNF�, IL1�, 

IL6, IL10, leptina, resistina o adiponectina, entre d’altres (Rajala MW i cols 

2003). El teixit adipós, a més a més dels adipòcits, conté fibroblasts, 

preadipòcits, macròfags residents i cèl·lules endotelials. 

 

En el cas concret de la relació entre la pancreatitis, la inflamació sistèmica i les 

alteracions en el teixit adipós, hi ha diversos estudis que suggereixen una 

relació. Per exemple, des de fa uns 25 anys se sap que l’obesitat empitjora el 

pronòstic en diferents malalties entre elles la PA. En diferents estudis fets amb 

pacients amb pancreatitis, s’ha observat que els malalts obesos (IMC>30 

kg/m2) tenen complicacions sistèmiques significativament més sovint i el 

nombre de criteris de Ramson respecte els pacients no obesos. Tot i això, en 

cap dels estudis s’ha observat que l’obesitat incrementi la mortalitat en la PA 

(Martinez J i cols 1999). 

 

La literatura també descriu l’associació que hi ha entre les alteracions del 

metabolisme lipídic i la PA. Aquestes alteracions metabòliques dels lípids es 

presenten en forma de hipertrigliceridemia, amb menys freqüència en forma de 

hipercolesterolemia i amb un increment dels àcids grassos lliures en plasma. A 
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més, en models animals de PA, s’han descrit altes concentracions d’aquests 

àcids grassos lliures en l’ascítis que es genera durant aquesta malaltia. 

(Pappas TN i cols 1981).  

 

La presència d’aquests àcids grassos està relacionada amb una alta activitat 

lipolítica present en el líquid ascític realitzada per la lipasa i fosfolipases 

alliberades per les cèl·lules acinars durant aquesta malaltia. Aquests enzims 

hidrolitzen triacilglicerols que produeixen monoacilglicerols i àcids grassos 

lliures que causen la necrosi grassa peritoneal, característica de les formes 

severes de la PA  (Pappas TN i cols 1981). El destí metabòlic d’aquests àcids 

grassos podria ser la seva absorció per la vena porta i la reesterificació a 

triglicèrids pel fetge, contribuint així a la hipertrigliceridèmica associada a la PA 

(Balachandra S i cols 2006). 

 

Recentment s’ha demostrat que aquests àcids grassos lliures alliberats a 

l’ascitis interfereixen en el mecanisme de regulació de les cèl·lules 

immunitàries. S’ha descrit que els àcids grassos poliinsaturats oxidats són 

altament tòxics en medi de cultiu (Cnop M i cols 2001). En diferents models 

experimentals de PA s’ha observat que el increment de lípids oxidats circulants 

activa NF-�B (factor nuclear �B)  i augmenten els mediadors inflamatoris. A 

més a més, durant la pancreatitis poden actuar com a antagonistes del factor 

nuclear PPAR� (Peroxisome proliferator-activated receptor), reduint així la 

producció de mediadors anti-inflamatoris provocant un estat de inflamació 

prolongat.  

 

Quan s’analitzen els nivells de lipoperoxidació, s’observa que hi ha un 

increment en el teixit adipós provinent d’animals amb pancreatitis respecte als 

animals control i que aquest increment és molt més important quan mesurem la 

lipoperoxidació d’àcids grassos del líquid ascític (Gutierrez PT i cols 2008). 

Probablement, els RLO generats per la XOD o el NADPH (nicotinamida 

adenina dinucleòtid fosfat reduït) indueixen un moderat grau de lipoperoxidació 

en el teixit adipós. Pel contrari, els lípids presents en el líquid ascític estan 

sotmesos a un intens procés oxidatiu produint una alta concentració de 

lipoperòxids. 
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control PA 3h PA 18h 

 
Figura 7: Augment de la infiltració de leucocits en el teixit adipós blanc durant la progressió de 

la PA. A les 18 h de PA, la necrosi grassa és molt important.   

 
Per una altra banda, s’observa que la citotoxicitat induïda per la fracció lipídica 

del líquid ascític és més alta del que s’esperaria tenint en compte la 

concentració d’àcids grassos, suggerint que l’estat oxidatiu d’aquests lípids 

podria també jugar un paper important en el seu efecte tòxic. La implicació dels 

àcids grassos en la toxicitat del líquid ascític està confirmada per molt 

mecanismes deleteris activats durant la PA incloent enzims hidrolítics, 

mediadors inflamatoris, estrés oxidatiu i metabòlits lipídics. Malgrat tot, l’efecte 

biològic més important induït per aquests mediadors lipídics sembla estar en 

l’agreujament de la resposta inflamatòria. 

 
2.5.5 Paper de NF-�� 
Diversos estudis han posat en evidencia que el factor de transcripció NF-�� 

juga un paper important en el desenvolupament d’aquesta malaltia, ja que és el 

responsable de regular la transcripció d’una gran varietat de gens involucrats 

en un procés inflamatori (Algul H. 2002). 

 

Aquesta influencia de la via de NF-�� sobre la patogènia de la PA s’ha 

corroborat en diversos models experimental in vivo. La inducció d’una PA ja 

sigui per colecistoquinina, per citocines proinflamatòries o per RLO, es tradueix 

en tots els casos en una activació de NF-�� en les cèl·lules acinars i en el 

pàncrees (Ramudo L i cols 2005). També es dóna un augment en el nivells 

d’expressió de nombrosos mediadors inflamatoris incloent el TNF�, IL6 o MCP-

1 (monocyte Chemokine Protein 1) tant en les cèl·lules acinars com en les 

cèl·lules inflamatòries (Gukovskaya AS i cols. 1997). Aquest fet suggereix que 
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l’activació de la via de NF-�� és la principal responsable de la inducció de 

citocines proinflamatòries. 

 

L’ús d’inhibidors de la via de NF-�� s’associa tant a una disminució de la 

severitat de la PA, com a una reducció en els nivells d’expressió de diverses 

citocines proinflamatòries (Virlos I i cols 2003, Hashimoto K 2003). Tot i això, 

s’ha de tenir en compte  que aquests inhibidors farmacològics tenen certes 

limitacions que inclouen el tipus cel·lular, la inhibició d’altres molècules i una 

elevada toxicitat. 

 

2.5.6 Paper de PPAR� 
Fins ara hem vist diferents mecanismes proinflamatoris que ocorren durant la 

progressió de la PA com el dany originat a nivell de pàncrees, la generació de 

líquid ascític associat a aquesta malaltia i com d’altres òrgans i teixits com el 

teixit adipós van potenciant aquesta situació  proinflamatòria. Però l’organisme 

té mecanismes de defensa els quals intentaran inhibir la inflamació, reparar el 

teixits i recuperar la seva normalitat.  

 
Els mediadors lipídics de la inflamació són compostos de naturalesa lipídica 

amb baix pes molecular i activitat biològica. Les prostaglandines, leucotriens i 

PAF són exemples de mediadors lipídics generats durant la progressió de la PA 

(Closa D i cols 1994). Aquests mediadors actuen promovent tant el dany local 

com la resposta inflamatòria sistèmica. Tot i això, la seva importància en la 

progressió d’aquesta malaltia  pareix estar limitada a quan comparem amb els 

efectes de les citocines alliberades durant la pancreatitis. Malgrat tot, hi ha 

mediadors lipídics que juguen un paper important en la regulació de la cèl·lula 

davant estímuls proinflamatoris. És àmpliament conegut que la funció dels 

macròfags i la seva expressió gènica està modulada per factors nuclears 

específics, i alguns d’aquests factors nuclears estan controlats per mediadors 

lipídics.  

 

En particular, els PPAR són una superfamília de receptors hormonals nuclears, 

que per actuar com a factors de transcripció, requereixen activació per lligand i 

formar heterodímers amb RXR� (receptor X retinoide alfa), que és un altre 
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receptor nuclear (Desvergne B i cols 1999). Cal tenir en compte que PPAR 

també pot actuar com a homodímer en funció de la proporció entre PPAR i 

RXR en una determinada cèl·lula (Okuno M, i cols 2001). PPAR reconeix llocs 

de resposta a PPAR (PPRE) situats en els promotors dels seus gens diana i en 

modula l’activitat transcripcional, generalment augmentant-la però en el cas de 

les citocines proinflamatòries, la inhibeix. 

 

PPAR� és un dels membres de la familia de PPAR que ha guanyat interès per 

participar  en la modulació de la resposta inflamatòria (Rizzo G i cols 2006). La 

seva activació es fa mitjançant la unió a lligands lipídics, com alguns àcids 

grassos derivats del metabolisme. (Kliewer SA i cols 1997) La 15-d-PGJ2 (15-

deoxi-�(12,14)-Prostaglandina J2) és un dels agonistes endògens més 

coneguts d’aquest factor nuclear, però hi ha altres àcids grassos oxidats i 

fosfolípids modificats que també podrien actuar com agonistes de PPAR�. Per 

aquesta raó, els agonistes de PPAR� són bons candidats com a teràpia 

antiinflamatòria per a diferents malalties, incloent la PA (Kliewer SA i cols 

1997). 

 

S'ha proposat la implicació de PPAR� en la resposta inflamatòria del macròfag, 

ja que els activadors mostren efectes antiinflamatoris en estudis in vitro i in vivo 

(Jiang C i cols 1998; Desreumaux P i cols 2001). S'ha observat que PPAR� pot 

interferir en diferents passos de la resposta inflamatòria que inhibiran 

l'expressió de molècules proinflamatòries secretades pels macròfags com el 

TNF�, l’IL-6 i l’IL-1�. L'efecte sobre la resposta inflamatòria seria degut a 

mecanismes indirectes, ja que no s'han descrit PPRE en gens implicats en la 

resposta antiinflamatòria com en el gen proinflamatoris. (Uchimura K i cols 

2001) D'una banda, s'ha postulat que l'efecte podria ser el resultat d'una 

competició de PPAR� activat per cofactors (Gelman L i cols 1999) que 

compartirien altres factors de transcripció com NF-�B i AP-1 (Proteïna 

activadora-1), els quals regulen la transcripció de gens proinflamatoris com el 

TNF� (Collart MA i cols 1990). D'una altra, PPAR� activat podria unir-se 

directament a subunitats d'aquests factors de transcripció. Ambdues accions 

bloquejarien l'efecte activador de NF-�B i AP-1 sobre TNF�, que podria generar 

una inhibició de l'expressió de la citoquina proinflamatòria.  
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Experiments in vitro revelen que l’efecte inhibitori de la 15-d-PGJ2  sobre el 

TNF� induït per l’activació de NF-k� està bloquejat per els derivats lipídics del 

líquid ascític associat a la pancreatitis, aquest efecte no s’observa amb lípids 

obtinguts d’altres llocs com del teixit adipós blanc (TAB), suggerint que els 

lípids modificat presents en el PAAF actuen com a lligans del PPAR�, interferint 

en l’activació normal d’aquest receptor  nuclear (Gutierrez PT i cols 2008). La 

conseqüència d’aquesta interferència podria ser la pèrdua de mecanismes 

antiinflamatoris endògens.  

L’efecte dels lípids derivats del PAAF el podem observar també en la unió de 

PPAR� al DNA, ja que aquesta unió es veu reduïda en un 60 %. En canvi, els 

lípids obtinguts del TAB no afecten en presència d’aquests lípids aquesta unió. 

És interessant que l’habilitat de interferir amb l’activació de PPAR� sembla 

correlacionar amb els nivells de lipoperoxidació. Aquest fet il·lustra la 

importància dels mecanismes enzimàtics endògens en la regulació dels nivells 

d’oxidació lipídica durant la PA. 
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Figura 8: Lípids modificat presents en el PAAF actuen com a lligans del PPAR�, interferint en 

l’activació normal de NF-�B. 
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3. ELS MACRÒFAGS 
 
3.1 Macròfags 
Els macròfags són una de les poblacions cel·lulars més pleiotròpiques del 

sistema immunitari. Ells són els efectors de la resposta innata i estan 

involucrats en el inici i la regulació de les respostes adaptatives a través del 

processament i presentació antigènics, l’expressió de molècules co-

estimuladores i la producció de citocines (Turpin JA 1993) 

 

Els macròfags juguen un paper central en el desenvolupament de qualsevol 

resposta inflamatòria, incloent la PA. Tot i això, en el teixit pancreàtic les 

principals cèl·lules inflamatòries són els neutròfils infiltrats i els mastòcits 

residents, encara que també s’ha descrit la generació de citocines per part de 

les pròpies cèl·lules acinars pancreàtiques (Ramudo L i cols 2005).  

 

L’activació dels macròfags sembla ser determinant en el desenvolupament de 

les lesions sistèmiques associades a la pancreatitis. Aquesta idea s’ha pogut 

demostrar en models experimentals gracies a la depleció d’aquestes cèl·lules 

amb diferents agents, com el bifosfonat de diclorometà o la carragenina i a l’ús 

de inhibidors relativament inespecífics. En concret, almenys tres poblacions 

diferents de macròfags presenten un major o menor grau  d’activació: els 

macròfags peritoneals, les cèl·lules de Kupffer i els macròfags alveolars. (Folch 

E i cols 2000, Closa D i cols 1999) En el cas dels macròfags peritoneals i les 

cèl·lules de Kupffer, s’ha suggerit que contribueixen en la generació de 

citocines i d’altres mediadors inflamatoris, desencadenant la resposta 

inflamatòria sistèmica associada a la pancreatitis. Per una altra banda, els 

macròfags alveolars podrien ser decisius en l’establiment de la lesió pulmonar. 

 

Els macròfags provenen dels monòcits que constitueixen entre el 5  i el 10 % 

dels leucòcits circulants en els essers humans i, igual que les demés cèl·lules 

de sistema fagocític mononuclear, es caracteritzen per l’heterogeneïtat 

fenotípica i la seva capacitat d’adaptació en resposta a canvis microambientals 

(Gordon S 2007). Els processos de diferenciació dels monòcits donen lloc als 

 - 38 -



Introducció 
 

macròfags tissulars i les cèl·lules dendrítiques; tot i això, encara no es coneixen 

clarament les vies de senyalització, desenvolupament i diferenciació dels 

monòcits in vivo, responsables de la variabilitat de tipus cel·lulars originats. 

 

Entre d’altres funcions, els monòcits contribueixen a la defensa de l’hoste i a la 

remodelació i reparació dels teixits (Gordon S. i Taylor PR 2005). Les 

subpoblacions de monòcits mostren diferencies de grandària, morfologia i 

granularitat citoplasmàtica, així com patrons variables d’expressió de molècules 

de superfície (receptors scavenger, molècules d’adhesió, a més a més de 

receptors per a inmunoglubulines i quimioquines). 

 

Tot i que la vida mitjana dels macròfags en els teixits pot ser molt llarga (mesos 

o anys), molts dels macròfags que arriben als teixits acabaran desapareixent 

per un procés de mort cel·lular. En els teixits, un petit nombre de macròfags es 

diferenciaran sota la influencia de citocines i,  depenent del teixit, en cèl·lules 

de la micròglia en el sistema nerviós, en osteoblast de l’os, en histiòcits del 

teixit connectiu, en cèl·lules de  Kupffer del fetge, en cèl·lules de classe A del 

teixit sinovial, en cèl·lules de Langerhans de la dermis o en cèl·lules 

dendrítiques, entre d’altres. 

 

El terme macròfag va ser utilitzat per primera vegada per Elie Metchnikoff en 

1893 (Metchnikoff E 1893) per a descriure un tipus de cèl·lula present en 

organismes vertebrats i invertebrats amb la capacitat de fagocitar 

microorganismes. A l’any 1924, Asschoff va classificar els macròfags dins del 

sistema reticuloendotelial, en el que va incloure a més a més, cèl·lules 

reticulars, endotelials, fibroblasts i monòcits. Posteriorment, els monòcits, 

macròfags i cèl·lules dendrítiques van estar agrupades dins del sistema 

fagocític mononuclear, quan es va descobrir que aquests tipus cel·lulars tenien 

el seu origen en precursors del moll d’os. Tot i això, aquesta classificació ha 

estat discutida recentment, degut a noves dades en les investigacions que 

busquen determinar l’origen  dels macròfags fetals i definir clarament quins són 

els precursors comuns entre macròfags i limfòcits (Gordon i Taylor, 2005).  
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Els macròfags juguen un paper molt important en el desenvolupament de la 

resposta immunitària en mamífers; entre les funcions de defensa que duen a 

terme, està la fagocitosi d’agents infecciosos com paràsits i bacteris, la 

regulació de l’activació i proliferació de limfòcits, així com la mediació en els 

processos inflamatoris (Elhelu MA 1983). A nivell morfològic i fisiològic, els 

macròfags comparteixen diferents característiques amb altres cèl·lules del 

sistema fagocític mononuclear com l’activitat endocítica, l’expressió d’esterases 

no especifiques i hidrolases lisosomals, la capacitat de fagocitar de manera no 

especifica partícules col·loïdals i la presència de receptors per a la fracció 

cristal·litzable de les immunoglobulines i de certs factors del sistema de 

complement (Hume DA 2006). 

 

3.2 Origen i diferenciació de macròfags. 
El procés de formació de macròfags i cèl·lules dendrítiques en l’humà adult 

s’inicia amb la diferenciació de cèl·lules mare hematopoètiques pluripotencials 

residents en el moll d’os, la melsa i el fetge fetal que donen  lloc a cèl·lules 

progenitores del llinatge fagocític mononuclear. El procés de diferenciació 

continua en el moll d’os, on els progenitors van assolint progressivament els 

estats de monoblasts, promonòcits i monòcits. Tradicionalment, s’ha considerat 

que els monoblasts són les cèl·lules amb major activitat mitòtica en el llinatge, 

mentre que la divisió de promonòcits i la proliferació local de macròfags madurs 

són mecanismes de menor importància per al manteniment del nombre de 

macròfags tissulars residents (Hume DA i cols 2002). Encara que estudis 

recents mostren evidencies de que els macròfags tissulars poden derivar de la 

proliferació local més que dels monòcits perifèrics reclutats (Merad M i cols 

2002, Gordon S and Taylor PR 2005).  

 

Els monòcits abandonen el moll d’os, entren a la circulació sanguínia i arriben 

als teixits on continuen el seu procés de maduració fins originar els macròfags i 

cèl·lules dendrítiques. Existeix una gran diversitat de factors que condicionen la 

diferenciació dels monòcits en macròfags o cèl·lules dendrítiques. El paper 

principal se li ha atribuït a factors de creixement de la família de les 

glicoproteïnes CSF (Colony Stimulating Factors), les quals estimulen el 

creixement i la diferenciació de les cèl·lules del llinatge hematopoiètic. Estudis 
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in vitro en línies cel·lulars com les THP-1 i U-937 i monòcits aïllats de sang 

perifèrica han demostrat que la diferenciació de monòcits a macròfags 

funcionals es produeix en resposta a l’estímul per M-CSF (Macrophage-CSF o 

CSF-1) o GM-CSF (granulocyte-macrophage CSF) i IL4 ( Bender AT i cols 

2004; Chomarat P i cols 2000). 
 
Durant la diferenciació de monòcits a macròfags s’ha descrit un augment en 

l’expressió de gens relacionats amb la regulació de la resposta immune, el 

metabolisme de lípids, àcids grassos i esteroides, l’adhesió cel·lular, el 

metabolisme de carbohidrats i aminoàcids i l’endocitosi; per una altra banda 

s’ha descrit la disminució global en l’expressió de diferents factors de 

transcripció (Martinez FO i cols 2006), encara que factors com C/EBP� 

(CCAAT/enhancer binding protein alpha) i IRF-7 (Interferon Regulatory Factor 

7) augmenten el seu nivell d’expressió durant el procés de diferenciació (Lu i 

cols 2001). Altres mecanismes que poden participar en la diferenciació dels 

monòcits són l’activació de caspases 8, 9 i 3 en monòcits estimulats amb M-

CSF (Bender AT i cols 2004), la presència de IL6, la qual polaritza la 

diferenciació de monòcits  a favor dels macròfags en lloc de cèl·lules 

dendrítiques (Chomarat P 2000), l’activació de TLR (Toll-like Receptor) i 

l’expressió de DC-SIGN (dendritic cell–specific ICAM-grabbing nonintegrin) fet 

que ha estat relacionat amb la diferenciació  de monòcits en macròfags 

fagocítics i d’activitat antimicrobiana (Krutzik SR 2005). 

 

Els monòcits activats expressen major quantitat de molècules MHCII (Major 

Histocompatibility Complex Class II) i CD32 (conegut també com Fc�RII), cosa 

que els fa similars als macròfags tissulars madurs. Per una altra banda, el 

nombre de monòcits activats s’incrementa durant les infeccions. Els monòcits 

activats produeixen nivells alts de TNF� i nivells baixos de IL-10 quan són 

activats per agonistes dels TLR, pel que s’anomenen monòcits proinflamatoris 

(Serbina NV i cols 2008). Tot i això, no s’ha aclarit quin paper juga 

l’heterogeneïtat de les poblacions de monòcits en la generació de les diferents 

poblacions de macròfags o quines són les característiques dels precursors 

circulants que donen origen específicament a macròfags, cèl·lules dendrítiques 

i osteoclasts (Gordon S i Taylor PR 2005; Mosser DM i cols 2008). 
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Un cop diferenciats, els macròfags són activats per una varietat d’estímuls en el 

curs de la resposta immunitària. Aquesta elevada heterogeneïtat fenotípica i 

funcional dels macròfags està condicionada pel medi extracel·lular i ha portat a 

la definició d’estats d’activació (clàssica, alternativa) en la que els macròfags 

mostren activitats funcionals molt diverses i fins i tot oposades. La base 

molecular d’aquesta heterogeneïtat funcional ha començat a aclarir-se per 

l’anàlisi dels perfils d’expressió gènica i les funcions efectores dels macròfags 

en diferents situacions patològiques. 

 
Figura 9: Origen i diferenciació dels macròfags. Llinatge mieloide. (Gordon S i Taylor PR 2005) 

 
3.3 Activació dels macròfags 
En el passat, els macròfags s’identificaven com a cèl·lules purament 

inflamatòries (macròfags activats clàssicament), amb capacitat de secretar 

mediadors inflamatoris, fagocitar i actuar amb cèl·lules presentadores d’antigen  

i matar patògens intracel·lulars.  
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Els macròfags estan equipats amb un ampli rang de molècules que detecten 

alteracions en l’estructura dels teixits o les seves funcions, DAMP (Damage-

Associated Molecular patterns) i alteracions exògenes, PAMP (Pathogen-

Associated Molecular patterns). Exemples d’aquestes molècules detectores 

d’alteracions serien: els TLR, els receptors NOD-like (NLR), lectines i receptors 

de citocines (Greagh EM i cols 2006; Vega MA i cols 2006). Tot i això els 

macròfags també poden regular el procés inflamatori participant en la seva 

resolució. Últimament s’han descrit molts exemples que demostren l’habilitat 

que tenen els macròfags en parar les reaccions inflamatòries, emfatitzant en el 

concepte d’activació alternativa (Stein M i cols 1992) oposada a l’activació 

clàssica. 

 

Actualment es parla de diferents estats d’activació, entre els que es troben el 

clàssic i l’alternatiu. Tot i això, encara no està del tot clar quins són els 

inductors, les propietats funcionals i el repertori molecular de cadascun 

d’aquests grups de macròfags. Per analogia de la polarització dels limfòcits T 

en Th1/Th2, l’activació dels macròfags en resposta a estímuls patogènics, 

senyals de dany endògenes i/o citocines tipus I (INF�, TNF�) ha estat 

anomenada activació clàssica o M1.  Anys més tard, es van descobrir uns 

macròfags no clàssics, induïts per citocines provinents de limfòcits Th2 (IL4, 

IL13 i IL10) que bloquejaven o revertien l’activació clàssica i participaven en la 

reparació del teixit. En contraposició als macròfags clàssics, aquest nou fenotip 

va rebre el nom d’activació alternativa o M2. (Varin A i Gordon S. 2009) 

 
Els macròfags activats clàssicament (M1) induïts per interferó gamma (INF�) i/o 

TNF� mostren un fenotip tipus Th1, són efectors proinflamatoris i tenen 

funcions bactericides. Els macròfags activats alternativament (M2), que inclou 

com a mínim tres fenotips diferents solapats (M2a, M2b, M2c) mostren un 

fenotip tipus Th2 i estan involucrats en la resolució de la inflamació i la 

reparació del teixit. Encara que aquest model classifica els fenotips d’activació 

més extrems, és important considerar que subestima la complexitat in vivo, on 

existeix una alta diversitat d’estats de macròfags activats que apareixen en 

resposta a diferents estímuls i ambients, són influenciats per la seva 

heterogeneïtat i conformen un “seguit” d’activació. (Mantovani A i cols 2004) 
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La via  d’activació clàssica pot estar induïda en un cultiu de macròfags per la 

presència de INF� i LPS, o citocines com GM-CSF, el que genera la producció 

de IL12, IL13, RLO i NRI (Nitrogen Reactive Intermediates). Aquesta via 

s’associa amb activitat antimicrobiana, producció de citocines proinflamatòries 

(IL1�, TNF�, IL6,..) i immunitat cel·lular (Gordon S 2003). En alguns casos, es 

necessita una senyal conjunta entre el INF� i LPS (lipopolisacàrid bacteria) per 

a l’activació d’aquesta població de macròfags. Altres inductors d’aquesta via 

són alguns agonistes del TLR que tenen capacitat d’induir tant el TNF� com 

INF� (Mosser DM i Edwards JP 2008).  

 

M1 M2

INF� ± LPS o TNF� IL4 I IL13 IC + LPS/IL1
TLR

IL10 TGF�
Glucocorticoides

M2a
Alternativa

M2b
R/ Tipus II

M2c
Reguladora

M1
Clàssica

TNF� IL1�
iNOS MHCIIhigt
IL12higt IL10low
CCL2 CCL3
RLO NO CD86

rManosa IL1ra
Arginasa-I
FIZZ/Ym1 MHCII
CCL22 CCL18
Fibronectina

TNF� IL6
IL10higt IL12low
CCL1
MHCII CD86

IL10 CD163
SLAM TGF�
Arginasa-I

Proinflamatória
Dany cel·lular
Infecció

Antiinflamatòria
Remodelació I reparació dels teixits
Immunoregulació

ActivaciActivacióó de macròfagsde macròfags

 
 

Figura 10: Esquema de l’activació dels macròfags. 

 

Per una altra banda, la via alternativa d’activació es produeix en macròfags 

cultivats en presència de IL4 o IL13, complexos immunitaris o vitamina D entre 

d’altres i origina un augment dels nivells d’expressió de receptors scavenger i 

receptors de manosa i galactosa. Aquesta via està  associada amb la reparació 

tissular i el desenvolupament de la resposta immune humoral (Edwards JP i 

cols 2006; Martinez FO i cols 2006). Alguns autors reconeixen una via 
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d’activació innata, que es produeix per la unió de lligands als receptors TLR i, al 

igual que la via clàssica es relaciona amb activitat antimicrobiana i producció de 

citocines proinflamatòries (Serbina NV i cols 2008). La inhibició dels macròfags 

en cultiu pot donar-se en presència de citocines com la IL10 o TGF� (Factor 

transformador de creixement �) , o per la unió de lligands a receptors com 

CD200 o CD172a. Aquesta inhibició està associada amb la producció de 

citocines antiinflamatòries i amb la reducció en l’expressió de molècules MHC-II 

(Gordon S i Taylor PR 2005). El perfil fagocític i secretori dels macròfags pot 

ser modificat addicionalment per moltes altres senyals provinents tant de les 

mateixes cèl·lules com dels patògens (Mantovani A i cols 2005; Martinez FO i 

cols 2008; Mosser DM i cols 2003).  

 

3.4 Mecanismes moleculars que regulen l’activació dels macròfags. 
L’activació dels macròfags, tant clàssica com alternativa, és un procés 

complexe i finament regulat que consisteix en una sèrie de modificacions 

morfològiques i bioquímiques, que  augmenten la capacitat de la cèl·lula per 

exercir les seves funcions fisiològiques. 

 
3.4.1 Activació clàssica 
Aquest macròfags tenen la capacitat d’activar mecanismes efectors com la mort 

de paràsits intracel·lulars, lisi de cèl·lules tumorals, producció i secreció de 

mediadors proinflamatòris com IL1�, IL6, IL12, TNF�, CCL3 (quemoquina), 

CXL9 i CXL10, producció de RLO, activació de l’enzim iNOS (òxid nítric sintasa 

induïble) i generació de NO (òxid nítric), augment de l’expressió de MHCII, 

CD86 i la presència antigènica associada amb les cèl·lules Th1 (Katakura T, 

2004; Mantovani A, 2002).  

 

Davant d’un estímul inflamatori, els macròfags comencen a diferenciar-se i 

activar mecanismes moleculars que indueixen les seves funcions. Per una 

banda, fagociten els cossos estranys que entren a l’organisme, com els 

bacteris, pol·lució, i restes cel·lulars o moleculars dels teixits. Una vegada 

fagocitats, els processen i fan una presentació antigènica per als limfòcits. Per 

una altra banda, s’indueix la producció de citocines, RLO, aquesta producció de 

mediadors proinflamatoris està dirigida per l’activació d’una sèrie de vies de 
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transducció de senyal com les vies de les molècules STAT i les MAPKs que 

acaben activant factors nuclears com NF-kB i induint l’expressió de mediadors 

inflamatoris. (Mosser DM i cols  2008) 

 

La reacció inflamatòria característica d’aquest macròfags M1 es considera una 

resposta fisiològica protectora, sempre que es mantingui localitzada en la zona 

afectada per una lesió/infecció. Redueix la viabilitat dels microorganismes i 

incrementa la resposta davant restes cel·lulars; activa tota una cascada d’altres 

mediadors proinflamatoris i atrau a altres leucocits.  Ara bé, si aquests 

macròfags presenten una activació desmesurada, alliberant els seus mediadors 

pro-inflamatòris al torrent circulatori, pot generar-se a una resposta sistèmica 

exagerada que pot afectar a òrgans distants.  

 

3.4.2 Activació alternativa 
En la ultima dècada s’han descrit molts exemples de l’habilitat que tenen els 

macròfags per aturar una reacció inflamatòria i desenvolupar funcions 

oposades a la idea clàssica de l’activitat dels macròfags. Aquesta nova via, 

anomenada resposta alternativa o M2, per oposició a la fins al moment 

coneguda com clàssica o M1, participa en processos antiinflamatoris i de 

reparació de teixits.  

 

Aquest macròfags comparteixen propietats funcionals involucrades en 

respostes tipus II, com la immunoregulació i remodelació del teixit, o el control 

dels paràsits extracel·lulars (helmints, protozous, fongs). També contribueixen 

en patologies com les al·lèrgies i asma i participen en processos de fibrosi. Fins 

al moment, no s’ha consolidat una definició clara de l’activació alternativa degut 

a que s’ha observat que els efectes de la IL4 en la generació d’un fenotip 

alternatiu se solapa de manera parcial amb els induïts per la IL13, IL10, 

glucocorticoides i TGF� (Mosser DM,  2003). 

Mantovani i els seus col·legues proposen una classificació per definir alguns 

d’aquests fenotips no clàssics basada en els estímuls que les indueixen. En 

aquesta classificació els macròfags estimulats per les citocines tipus Th2, IL4 i 

IL13 s’anomena M2a, els macròfags activats per immunocomplexes i alguns 
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lligands dels TLR rep el nom de M2b i els macròfags activats per la presència 

de IL10, glucocorticoids i TGF�, és la M2c. (Mantovani A i cols 2004) 

 

La resposta M2a està induïda per la IL4 i IL13. La unió d’aquestes citocines 

activa la via de STAT6, la seva fosforilació, dimerització, translocació al nucli i 

activació transcripcional (Hershey GK 2003; Hebenstreit D i cols 2006). STAT6 

actua segrestrant molècules coactivadores de STAT1 i NF-��, suprimint així 

l’activació de gens induïts per LPS i INF� (Hamilton TA i cols 2002). 

La IL4 i IL13 estimulen també, l’expressió en membrana i l’activitat de receptors 

no opsònics com el receptor de la manosa (MR) (Montaner LJ i cols 1999; Stein 

M i cols 1992), però regulen negativament l’expressió de CD163, afavorint el 

reconeixement de carbohidrats dels microorganismes i disminuint el de cossos 

apoptòtics. També regulen positivament l’expressió de CCL2 i la CCL13. La 

producció d’aquest grup de quemoquines específic s’associa amb la resposta 

Th2 i amb el reclutament de leucocits involucrats en la remodelació i reparació 

del teixit, al·lèrgia, resistència a helmints i progressió de tumors (Mantovani A i 

cols 2004). 

 

En el metabolisme dels lípids, la IL4 i IL13 són moduladores positives de la 15-

lipooxigenasa que afavoreix l’expressió d’òxid nítric sintasa (NOS2) i la 

producció de lligands per al PPAR�, receptor involucrat en la inhibició de la 

secreció de citocines proinflamatòries (Jiang C i cols 1998; Ricote M i cols 

1998). Aquestes citocines també estimulen l’expressió de l’arginasa1 (Arg1), 

fent que es consumeixi el substrat de NOS2 de manera que s’inhibeix la 

generació de NO (Bronte V i cols 2003; Corraliza IM i cols 1995). Els macròfags 

productors de Arg1 participen en processos de reparació tissular, fibrogènics, 

en la síntesi de col·lagen i poden tenir accions anti-inflamatòries mitjançant la 

producció de poliamines que inhibeixen l’expressió de NOS2 i la síntesi de 

citocines proinflamatòries. (Raes G i cols 2005) 

 
El fenotip M2b es genera per l’exposició a immunocomplexos (molècules 

opsonitzades amb IgG) i alguns lligands dels TLR com LPS. Els macròfags 

M2b presenten una alta expressió de IL10 i baixa de IL12. També expressen 

alts nivells de molècules MHC II i no expressen arginasa 1 i participen en el 
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reclutament selectiu dels linfòcits T reguladors (Treg) (Mantovani A. i cols 

2004).  
 

Aquests macròfags es caracteritzen per promoure la diferenciació Th2 i les 

patologies relacionades amb aquesta polarització com l’asma, al·lèrgies, 

infeccions per helmints i encapsulament de paràsits. Estudis en murins han 

demostrat que existeix més semblança entre els fenotips M1 i M2b que entre 

els M2a i M2c. La fagocitosi de cèl·lules apoptòtiques pot generar macròfags 

M2b (Savill J i cols 2002). 

 

La IL10, el TGF� i els glucocorticoides es consideren molècules inductores del 

fenotip M2c. Aquest fenotip participa sobretot en mecanismes 

immunoreguladors, “desactivant” l’activació M1. IL10 inhibeix la producció de 

citocines proinflamatories, l’alliberament de NO i RLO i les activitats 

antimicrobianes dels macròfags M1 (de Waal MR i cols 1991). Els 

glucocorticoides antagonitzen la producció de IL6, IL1�, TNF� i PEG2 i 

sinergitzen amb IL4 en aquesta inhibició (Cheung DL i cols 1990). 

Aquests macròfags presenten una baixa expressió de MHC II, tenen atenuada 

la presentació antigènica (Berrebi D i cols 2003), regulen positivament de 

CD163 (Schaer DJ i cols 2002) i també regulen l’expressió gels gens Arg1 i 

IL4R�. Estan involucrats en la remodelació de la matriu extracel·lular i del teixit i 

tenen incrementada l’activitat endocítica i fagocítica. 

 

Encara que els patrons d’expressió genètica induïts per cadascun dels 

inductors alternatius són substancialment diferents, els efectes supressors 

comuns dels glucocorticoides, IL10, IL4, i IL13 en l’expressió de citocines Th1, 

la inflamació i l’activació immunitària poden ser explicats en part per la 

regulació negativa de les accions de NF-k� i STAT1. 
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Malgrat els esforços dedicats a investigar la PA, segueixen sense resposta la 

major part de les preguntes plantejades fa anys. En particular, encara no es 

coneixen tots els mecanismes pels que una lesió localitzada en el pàncrees pot 

induir una afecció en òrgans distants, com el pulmó. 

 

Durant els últims anys s’ha pogut establir  que l’activació de les cèl·lules 

inflamatòries juga un paper central en el desenvolupament d’aquesta malaltia. 

Per una altra banda, els macròfags poden presentar diferents fenotips en funció 

del tipus d’activació a la que es veuen sotmesos, destacant l’activació clàssica 

(induïda per INF�) i l’alternativa (induïda per citocines com IL4, IL13, IL10, 

glucocorticoids..). Aquests tipus d’activació podrien condicionar la progressió de 

la pancreatitis cap a formes lleus o severes. 

 

En aquesta tesi s’ha avaluat el tipus d’activació que presenten diferents 

poblacions de macròfags i la seva relació amb la severitat del procés (lleu, 

moderada o severa). El treball s’ha realitzat a nivell experimental in vivo, 

utilitzant un model de PA per infusió de sals biliars. També s’ha analitzat la 

resposta de les diferents poblacions de macròfags als estímuls generats durant 

la pancreatitis i s’ha treballat sobre aquests macròfags amb la finalitat de 

modificar la via d’activació que presenten i ,amb això, modular el procés 

inflamatori sistèmic associat a la PA.  

 

La hipòtesi de partida és que el tipus d’activació de les diferents poblacions de 

macròfags implicats en la pancreatitis aguda condiciona l’evolució i la severitat 

de la malaltia. Actuant sobre el tipus d’activació de diferents poblacions de 

macròfags es podria modificar el curs de la malaltia de severa a lleu. 
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Així doncs els objectius concrets d’aquest treball serien: 

 

1. Obtenir i caracteritzar el tipus d’activació presentat per els macròfags 

peritoneals i pulmonars durant el desenvolupament de la pancreatitis 

aguda. Correlacionar el tipus d’activació de les diferents poblacions de 

macròfags amb el grau de severitat de la patologia. 

2. Avaluar el paper de les diferents vies de senyalització intracel·lular 

implicades en el fenotip dels macròfags.  

3. Determinar els possibles mediadors implicats en l’activació dels 

macròfags durant la pancreatitis aguda. 
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1 ANIMALS D’EXPERIMENTACIÓ 
1.1 Animals d’experimentació 
Els animals d’experimentació utilitzats van ser rates (Rattus norvergicus) de la 

soca Wistar (Charles River, França) mascle de 250-300 g de pes corporal. 

L’estabulació es va fer sota condicions ambientals constants de temperatura 

(22-24 ºC) i humitat relativa del 70 % amb cicles llum foscor de 12 hores. 

L’alimentació, consistent en pinso AO4 Panlab (Barcelona) i aigua de la xarxa 

de Barcelona, es van subministrar ad libitum. Tots els estudis es van realitzar 

d’acord amb les directrius de la Unió Europea per models d’experimentació 

animal (86/609/CEE 24 Novembre 1986) i amb l’aprovació del comitè ètic per 

l’experimentació animal. 

 

1.2 Model experimental 
En aquesta tesi, ens hem centrat en l’estudi dels efectes sistèmics i fallida 

multiorgànica associats a la pancreatitis aguda severa. Hem escollit un model 

experimental de pancreatitis aguda severa amb l’administració intraductal d’una 

sal biliar, ja que reprodueix uns efectes sistèmics i fallida multiorgànica 

comparables amb les pancreatitis agudes severes en humans.  
 

El model experimental de pancreatitis aguda severa es basa en l’efecte 

detergent de les sals biliars com el taurocolat sòdic. A l’administrar 

intraductalment el taurocolat sòdic, aquest provoca la destrucció de membranes 

cel·lulars del pàncrees i el trencament dels grànuls de secreció, destruint 

completament l’òrgan però mantenint la seva integritat. És un model que 

permet modular la inducció de les lesions inflamatòries a través de la 

concentració de les substancies injectades. 

 
Vam anestesiar els animals amb l’administració intraperitoneal de pentobarbital 

sòdic (50 mg/kg). La inducció de la pancreatitis s’ha fet segons el mètode 

descrit inicialment pel grup d’en H.J. Aho (Aho HJ i cols en 1980) que provoca 

una pancreatitis aguda necrotitzant. Aquest mètode consisteix en practicar una 

laparotomia mitja i exposar la part duodenal de la glàndula pancreàtica. Amb 

una agulla, es fa un orifici al duodé  per introduir  una cànula de 0.28 mm de 
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diàmetre intern que es situa  a la part  proximal del conducte bilipancreàtic. La 

part distal del conducte es tanca amb un clamp vascular  per evitar el pas de la 

solució a administrar cap al fetge. Mitjançant una bomba de perfusió (Harvard 

Instruments, Edenbrigde, Regne unit) s’administra, sota flux constant, una 

solució de taurocolat sòdic al 3.5 o 5 % (Sigma, St Louis, MO, Estats Units) a 

una dosi de 0.1 ml/100 g de pes corporal i una velocitat de 0.3 ml per minut. En 

els grups control es va administrar solució salina (NaCl 0.9 %). La concentració 

de taurocolat sòdic al 5 % indueix una pancreatitis aguda severa que 

desenvolupa una lesió pulmonar important a les 3 h de la inducció, provocant la 

mort de l’animal a les 24 h en el 100 % dels casos.  

 

 
Figura 11: Model experimental de PA amb Taurocolat sòdic: Canulació del conducte bilio-

pancreàtic a través de la papil·la de Vater. Administració del taurocolat sòdic. Aspecte del 

pàncrees a les 3 h després d’induir PA. Pàncrees hemorràgic, amb edema i necrosi. 

 

- 56 - 



Materials i mètodes 
 
 
 

2 DISSENY EXPERIMENTAL 
 
Estudi 1 
 
Experiment 1.1 
Per caracteritzar el fenotip que adoptaven els macròfags peritoneals durant la 

progressió de la PA es van realitzar els següents grups experimentals: 

 

- Grup control (n=6): Administració intraductal de solució salina. 

- Grup pancreatitis 3 (n=6): Administració intraductal de taurocolat sòdic al 5 

% i sacrifici a les 3 h. 

- Grup pancreatitis 18 h (n=6): Administració intraductal de taurocolat sòdic al 

5 % i sacrifici a les 18 h. 

 

L’activació dels macròfags peritoneals es va analitzar per PCR a temps real, 

amb els marcadors: TNF� per l’activació clàssica o M1 i el receptor de la 

manosa per l’activació alternativa o M2. El dany pancreàtic es va mesurar amb 

els nivell de lipasa en plasma. Els efectes sistèmics es van avaluar com 

activitat mieloperoxidasa (MPO) en teixit pancreàtic, pulmonar i adipós blanc a 

les 3 i 18 hores d’haver induït la malaltia.  

 

Experiment 1.2 
Per intentar revertir l’activació dels macròfags activats durant la pancreatitis, 

primer es va realitzar un experiment in vitro. Per aquest experiment es van 

obtindre macròfags peritoneals d’animals amb PA al 5% i 18 h de malaltia i 

d’animals control. Vam incubar aquests macròfags amb una barreja de IL4 i 

IL13 (10 ng/ml de cada una) durant 24 h. Després d’aquest temps vam obtindre 

el RNA dels macròfags, utilitzant TRIzol® i vam analitzar l’expressió dels 

marcadors d’activació per PCR a temps real. L’experiment es va realitzar per 

triplicat. 
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D’altra banda, per veure la reversió in vivo, es van realitzar els següents grups 

experimentals: 

 

- Grup control (n=6): Administració intraductal de solució salina 

- Grup pancreatitis 3 h (n=6): Administració intraductal de taurocolat sòdic al 

5 % i sacrifici a les 3 h. 

- Grup pancreatitis 3 + IL4/13 (n=6): Administració intraductal de taurocolat 

sòdic al 5 %. 1 h després, administració intraperitoneal de la barreja de 

interleuquines 4 i 13 (4 �g/ kg de cada una). El sacrifici dels animals es va 

fer a les 2 h del tractament, es a dir, a les 3 h de la inducció de la PA. 

 

L’activació dels macròfags peritoneals es va analitzar per PCR a temps real, 

amb els marcadors: TNF� per l’activació clàssica o M1 i el receptor de la 

manosa per l’activació alternativa o M2. Per veure els efectes d’aquest 

tractament, igual que en l’experiment 1.1, es va analitzar el dany pancreàtic i 

els efectes sistèmics amb la lipasa en plasma i l’activitat mieloperoxidasa en 

teixit pancreàtic, pulmonar i adipós blanc respectivament. 

 

Finalment, per avaluar l’efecte dels enzims hidrolítics presents en el liquid 

ascític sobre el tractament amb interluquines, vam incubar IL4 en presencia de 

líquid ascític o plasma, durant diferents temps (30 min, 1h i 2h). Vam mesurar 

per ELISA la concentració d’aquesta citoquina. L’experiment va estar realitzat 

per triplicat. 

 

 

 

Estudi 2 
 
Experiment 2.1 
Per caracteritzar el fenotip que adopten els macròfags alveolars i intersticials 

del pulmó durant la progressió de la PA es van realitzar els següents grups 

experimentals: 
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- Grup control (n=6): Administració intraductal de solució salina. 

- Grup pancreatitis 3 h (n=6): Administració intraductal de taurocolat sòdic al 

3.5 % i sacrifici a les 3 h. 

- Grup pancreatitis 6 h (n=6): Administració intraductal de taurocolat sòdic al 

3.5 % i sacrifici a les 6 h. 

- Grup pancreatitis 24 h (n=6): Administració intraductal de taurocolat sòdic al 

3.5 % i sacrifici a les 24 h. 

 

Per veure que realment hi havia dues poblacions diferents de macròfags al 

pulmó, vam realitzar inmunohistoquímiques contra l’antigen ED1 (mouse anti-

rat CD68) per que els macròfags alveolars són més positius i contra ED2 

(mouse anti-rat CD163) per al qual els macròfags intersticials són més positius 

(Dijkstra CD i cols 1985). 

 

Desprès d’obtenir els macròfags alveolars i intersticials, es va extraure el RNA 

amb TRIzol® per avaluar l’expressió dels següents marcadors d’activació.  

 

Via d’activació Marcadors 

Clàssica o M1 TNF� i IL1� 

Reparadora o M2a Rec manosa i 

Arginasa-I 

Reguladora o M2c IL10 i CD 163 

 

Per veure les vies de senyalització intracel·lular que estaven implicades en els 

diferents fenotips, un cop els macròfags en cultiu, vam extraure la proteïna 

citoplasmàtica i nuclear. Seguidament, per western blot van mesurar els nivell 

de I�� al citoplasma, indicador de l’activitat de NF-�B i la unió de PPAR� al 

DNA amb un kit d’ELISA, indicatiu d’un PPAR� activat. 

 

Experiment 2.2 
Per veure si les diferencies observades en el fenotip dels macròfags alveolars i 

intersticials eren degudes a la diferent localització d’aquests macròfags en el 

pulmó, vam incubar in vitro aquests macròfags amb medi en presencia de 
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rentat broncoalveolar d’una rata amb PA 5 %, 3h. Per avaluar la resposta dels 

macròfags a aquest estímul vam mirar l’expressió del gen TNF�. 

 

Estudi 3 
 
Experiment 3.1: 
Per examinar la importància del teixit adipós com a font de mediadors 

inflamatoris durant la pancreatitis induïda amb taurocolat en rates, vam fer els 

següent grups experimentals: 

 

- Grup control (n=6): Administració intraductal de solució salina. 

- Grup pancreatitis 18 h (n=6): Administració intraductal de taurocolat sòdic al 

5 % i sacrifici a les 18 h. 

 

Després de 18 h de la inducció de la PA, vam obtenir mostres de teixit adipós 

blanc d’animals control i d’animals amb PA, separant en aquest cas en zones 

amb necrosi i sense necrosi i vam mesurar la MPO, per avaluar l’estat 

inflamatori. 

Part d’aquest teixits es van digerir amb TRIzol® per avaluar l’expressió de gens 

induïts per la inflamació. També es van obtindre mostres de teixit amb formol 

per fer histologies i immunohistoquímiques. 

 

Experiment 3.2:  
Per estudiar el paper que té el teixit adipós com a font de mediadors 

inflamatoris i l’efecte d’aquests sobre els macròfags, vam fer el següent:  

Primer vam incubar durant 24 h explants de teixit adipós blanc d’animals control 

i teixit adipós blanc d’animals amb PA diferenciant entre les zones sense 

necrosi i zones amb necrosi. Després d’aquest temps vam mesurar els nivells 

NO2
- i els lipoperòxids (TBARs). 

Seguidament, vam avaluar la capacitat d’aquests mediadors, generats pel teixit 

adipós, per activar els macròfags. Vam incubar amb aquest medi condicionat 

amb macròfags peritoneals de rates basals. Per PCR real time vam avaluar 

l’expressió de TNF�. L’experiment va estar realitzat per triplicat. 
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Experiment 3.4  
Per estudiar si la necrosis grassa, pot alliberar aquests mediadors a la 

circulació sistemica vam fer el següent experiment: Després de induir PA a 18 

h, vam buscar una part de mesenteri que tingues vasos sanguinis envoltats de 

necrosi grassa i d’altres que no tinguessin necrosi. En un experiment ex vivo, 

vam extreure el paquet intestinal, vam canular la vena mesentèrica i vam 

perfondre el teixit amb salí. Després, vam treure la part de l’intesti i vam recollir 

l’eluat dels vasos sanguinis distingint entre aquells que presentaven necrosi i 

dels que no en presentaven.  

Els diferents eluats vam mesurar, com a exemple de mediador proinflamatori, la 

quantitat de TNF� amb un ELISA. L’experiment va estar realitzat per triplicat. 

 

3 MÈTODES 
 
3.1- Aïllament i cultiu de Macròfags:  
 
3.1.1 Aïllament i cultiu de Macròfags Peritoneals: 
Per l’aïllament de macròfags peritoneals vam fer 5 rentats peritoneals de 10 ml 

de PBS amb heparina. Després de fer els rentats, els centrifuguem i 

resuspenem les cèl·lules amb medi de cultiu RPMI 1640, suplementat amb fetal 

calf serum al 10 %, 2 mM de glutamina, penicilina (100 U/ml) i streptomicina 

(100 μg/ml). Les cèl·lules es van incubar 2 h per a que s’adhereixin. La selecció 

dels macròfags  alveolars es fa rentant les cèl·lules en suspensió i seleccionant 

les cèl·lules adherides a la placa, obtenint una puresa del 85 %. 

 

3.1.2 Aïllament i cultiu de Macròfags Alveolars: 
Per l’aïllament de macròfags alveolars hem seguit un protocol que consisteix 

amb extraure la tràquea i els pulmons i realitzar entre 5 i 10 rentats 

broncoalveolars de 10 ml de PBS fred. Un cop recollit el rentat, el centrifuguem 

i incubem les cèl·lules en una placa de cultius amb medi RPMI 1640, 

suplementat amb fetal calf serum al 10 %, 2 mM de glutamina, penicilina (100 

 U/ml) i streptomicina (100 μg/ml), durant 2 h, per deixar que s’adhereixin. La 
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selecció dels macròfags  alveolars es fa rentant les cèl·lules en suspensió i 

seleccionant les cèl·lules adherides a la placa, obtenint una puresa del 95 %. 

 

3.1.3 Aïllament i cultiu de Macròfags Intersticials del pulmó: 
Per l’aïllament de macròfags intersticials del pulmó hem utilitzat una modificació 

del mètode descrit per A. Serrano-Mollar (Serrano-Mollar A i cols 2007). Aquest 

mètode consisteix en extraure la tràquea i el pulmó dels animals i fer, com a 

mínim, 10 rentats broncoalveolars de 10 ml de PBS, per extraure el màxim 

nombre de macròfags alveolars. Tot seguit, digerim el pulmó amb una solució 

de tripsina (T8003, Sigma) al 25% en salí, suspès en salí, a 37 ºC. durant 30 

min. Després de la digestió, els pulmons són trossejats en fragments de 1-2 

mm3 i tractats amb DNAsa diluïda 7500 U/100 ml en salí. Filtrem el disgregat 

per diferents filtres de nylon d’un porus entre 150 i 30 �m. La suspensió 

cel·lular que tenim la centrifuguem amb un gradient de Percoll 250 g 20 min a 

10 ºC. Seleccionem la banda rica en monòcits i la tractem amb DNAsa diluïda 

2000 U/ ml 5 min. Finalment centrifuguem aquestes cèl·lules 1000 g 5 min, les 

sembrem en una placa i deixem adherint durant 2 h. La selecció dels 

macròfags intersticials es fa rentant les cèl·lules en suspensió i seleccionant les 

cèl·lules adherides a la placa, obtenint una puresa del 80 %.  Per avaluar les 

cèl·lules per camp i la puresa, fem citospins que tenyim amb tinció Diff-Quick 

(Diagnostics Grifols SA, Barcelona, Spain) segons el protocol del fabricant. Les 

cèl·lules contaminants són majoritàriament pneumòcits tipus II i cèl·lules 

ciliades. 

 

3.2.- Anàlisi de marcadors d’activació dels macròfags. 
En general, els macròfags es caracteritzen per una marcada heterogeneïtat 

determinada per l’estimulació microambiental a la que es veuen  sotmesos. En 

funció del tipus d’estímul que rebin, poden seguir diferents vies d’activació que 

resultaran en un perfil o un altre de la resposta. En aquest treball hem utilitzat 

com a marcadors per les vies d’activació els següent gens: 

- Macròfags clàssics o M1: TNF� i IL1� 

- Macròfags alternatius M2a: receptor de la manosa i arginasa I 

- Macròfags alternatius  M2c: IL10 i CD163 
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Hem avaluat la seva expressió per PCR a temps real semiquantitativa, 

comparant l’expressió dels gens d’interès amb  la de la GAPDH (Gliceraldehid-

3-fosfat deshidrogenasa) que ens servirà com a gen de referència. 

 

 PCR a temps real 
La reacció en cadena de la polimerasa o PCR (Polimerase Chain Reaction) és 

una tècnica utilitzada en biologia molecular per l’estudi de l’expressió de gens 

d’interès. Un cop extret l’RNA total, es passa a cDNA per l’acció d’una 

retrotranscriptasa, un enzim que sintetitza cDNA utilitzant l’RNA com a motlle. 

Finalment, mitjançant la reacció en cadena de la polimerasa, s’amplifica el DNA 

utilitzant encebadors específics. 

 

El protocol d’aquesta tècnica segueix els següents passos: 

1. Extracció del RNA total: 

L’extracció de l’RNA total es fa amb TRIzol® (Invitrogen, Life Technologies, 

Carlsbad, California), que és una solució que lisa les cèl·lules i dissol els seus 

components mantenint la integritat de l’RNA; seguint el procediment que indica 

el fabricant. Un cop lisat, s’afegeix cloroform i es centrifuga de manera que 

queden dues fases separades, una orgànica i una aquosa on es troba l’RNA. 

L’RNA és precipita amb isopropanol i es dissol amb aigua DEPC (dietil 

pirocarbonada Nuclease-free water) (Qiagen, Hilden, Germany). Finalment es 

valora la seva integritat i concentració per densitat òptica a 260 i 280 nm 

mitjançant l’espectrofotòmetre NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, 

USA). L’RNA es congela a -80 ºC fins al moment de la seva utilització. 

 

2. Pas de RNA a cDNA: 

La conversió d’1 �g d’RNA a cDNA es du a terme amb el kit iScript cDNA de 

BioRad (Bio-Rad Laboratories, Carlsbad, CA, USA). La reacció s’incuba a 25 

ºC durant 5 min, 42 ºC durant 30 min i 85 ºC durant 5 min per acabar a 4 ºC 

amb l’aparell: DNA Engine, Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, 

Carlsbad, CA, USA). 
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3. Quantificació de l’expressió dels gens d’interès per PCR a temps real: 

Per fer les PCR a temps real hem utilitzat SYBER Green com a fluorófor  i es 

va dur a terme amb l’aparell DNA Engine, Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad 

Laboratories, Carlsbad, CA, USA), utilitzant el Kit IQTM SYBR Green mix (Bio-

Rad Laboratories, Carlsbad, CA, USA) i els encebadors corresponents. La 

seqüència dels encebadors està descrita en la Taula 2. L’amplificació es va 

realitzar amb una desnaturalització a 95 ºC durant 1 min i 30 s seguida de 40 

cicles a 95 ºC durant 15 s, 60 ºC durant 30 s i 72 ºC durant 20 s i finalment, una 

incubació a 72 ºC durant 2 min. Al final les mostres són sotmeses a una corba 

de temperatures per tal de confirmar l’especificitat dels productes de PCR 

descartant així amplificacions inespecífiques o la formació de dímers 

d’encebadors. Cada mostra va ser normalitzada amb els nivell d’un gen control 

de l’expressió gènica endògena (GAPDH). 

L’avaluació de les dades es va portar a terme amb el programa Opticon Monitor 

3 d’acord amb les recomanacions del fabricant. Les reaccions es van portar a 

terme per triplicat. Els resultats es van analitzar segons el mètode del �Ct entre 

la GAPDH i el  gen d’interès. 

 

Taula 2 : Seqüència d’oligonucleòtids utilitzats en la PCR a temps real. 

 

Nom NM Oligonucleòtid 

GAPDH NM_017008.3 F- ATG ACT CTA CCC ACG GCA AG 
R- GAT CTC GCT CCT GGA AGA TG 

TNF� NM_012675.3  F- AAC TCC CAG AAA AGC AAG CA 
R- CGA GCA GGA ATG AGA AGA GG 

IL1� NM_031512.2  F- AAA AAT GCC TCG TGC TGT CT 
R- TCG TTG CTT GTC TCT CCT TG 

Rec manosa NM_001106123.1  F- GCA GGT GGT TTA TGG GAT GT 
R- GGG TTC AGG AGT TGT TGT GG 

Arginasa-I NM_017134.2  F- GGG AAG ACA CCA GAG GAG GT 
R- TGA TGC CCC AGA TGA CTT TT 

CD 163 NM_001107887.1  F- GGG GTT CCG TCT GTG ATT 
R- TCT GTC CGC TTC CTT CTC 

IL 10 NM_012854.2  F- CAT CCG GGG TGA CAA TAA 
R- TGT CCA GCT GGT CCT TCT 
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3.3. – Determinació de dany pancreàtic i paràmetres inflamatoris. 
 
3.3.1 Lipasa 
La lipasa és un enzim digestiu secretat pel pàncrees que hidrolitza els 

triglicèrids en glicerol i àcids grassos. En el cas d’una pancreatitis aguda, 

aquest enzim es troba en elevades concentracions en plasma, el que permet 

utilitzar-lo  com un marcador de dany pancreàtic. Per la seva determinació es 

va utilitzar un assaig de lipasa (Randox, Crumlin, Regne Unit) que mitjançant 

un mètode turbidimètric mesura la següent reacció: 

         
Lipasa 

Amb un estàndard de l’enzim lipasa, la mostra (plasma) i el substrat de reacció, 

l’assaig mesura la disminució de la terbolesa en la mostra a una longitud d’ona 

de 340 nm. 

 
3.3.2 Mieoloperoxidasa  
La mieloperoxidasa és un enzim present en els grànuls dels neutròfils 

polimorfonuclears que es fa servir com a marcador de presencia d’aquestes 

cèl·lules en un teixit inflamat. La seva funció és  destruir els microorganismes 

fagocitats, o bé, alliberat a l’exterior, crear un ambient tòxic a la zona afectada. 

El neutròfil genera grans quantitats de radical superòxid que es convertit 

ràpidament en peròxid d’hidrogen per la superòxid dismutasa (SOD). 

Aleshores, aquest peròxid d’hidrogen s’aprofita per reaccionar amb clorur i 

formar àcid hipoclorós, potent oxidant amb gran capacitat citotòxica.  

La reacció catalitzada per la MPO in vivo és la següent: 

 
El mètode es basa en la reacció de la tetrametilbenzidina (TMB) catalitzada per 

la MPO (Trush MA i cols 1994). 

La TMB és un anàleg no cancerigen de la o-dianisidina que es feia servir 

originalment. Amb un tampó de reacció contenint peròxid d’hidrogen i TMB, la 

MPO present a la mostra catalitza la reacció de reducció de la TMB donant un 

MPO H2O2  + Cl- HOCl + H2O 

monoglicèrid + 2 àcid oleic  Trioleïna + 2 H2O  
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producte de color blau. La mesura de l’increment de color es realitza 

espectrofotomètricament a 620 nm de longitud d’ona. 

 

3.3.3 Generació de nitrits 
L’NO és generat per cèl·lules endotelials i cèl·lules inflamatòries en resposta a 

estímuls. Té una vida mitja molt breu t½ = 4 s. A nivells basals actua sobretot 

activant la guanilat ciclasa i incrementant els nivells de GMPc. En processos 

inflamatoris se’n generen grans quantitats i forma peroxinitrit, nitració de les 

tirosines, de grups tiols, etc. 

En solucions aquoses l’NO s’oxida ràpidament a nitrit (NO2-). A més, en sang el 

nitrit passa a nitrat. La determinació fent servir el reactiu de Griess és prou 

sensible, però sols mesura el nitrit. Per cultiu de cèl·lules ja n’hi ha prou, però si 

la mostra és de sang o teixit cal fer un pas previ de reducció del nitrit a nitrat 

(Moshage H i cols 1995).  

 

L’assaig es fa directament, tant sols cal tenir precaució amb medis amb color 

rosa. Els reactius G1(sulfanilamida + fosfòric) i G2 (NEDA + fosfòric) el tornen 

transparent, però pot ser bona idea fer la corba amb medi de cultiu. Alguns 

medis tenen molt nitrit, especialment si tenen FCS. Dispensem en una placa la 

corba i les mostres amb els reactiud G1 i G2 I llegim en un espectrofotòmetre a 

540 nm 

 

3.3.4 Lipoperòxids 
El malondialdèhid (MDA) és un dels productes finals de baix pes molecular que 

es formen durant la descomposició d’alguns productes derivats de la 

peroxidació lipídica. Com que la peroxidació dels àcids grassos poliinsaturats té 

un paper molt important en la toxicitat del oxigen en sistemes biològics, la 

determinació dels nivells de MDA pot ser indicatiu del grau de lesió oxidativa de 

les membranes cel.lulars. De totes maneres, altres mecanismes també generen 

MDA de manera fisiològica (p.ex. la síntesi de Prostaglandines). 

El sistema per mesurar l’MDA es basa en el fet que a baix pH i alta temperatura 

l’MDA reacciona amb l’àcid 2-tiobarbitúric (TBA) generant un adducte vermell 

(1:2  MDA:TBA). Un inconvenient que cal tenir en compte és que el TBA 
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reacciona amb altres substàncies a més de l’MDA. Per això, sovint es parla de 

TBARS (TioBarbituric Acid Reacting Substances) quan es fa servir aquesta 

tècnica. (Janero DR 1990) 

La reacció que es fa servir és: 

 

(àcid, calor) 
MDA  + 2 TBA  1:2 MDA:TBA pigment 

                 
 

3.4 Preparacions histològiques 

Per a les histologies, les mostres de teixit s’han fixat amb paraformaldehid 4%, 

s’han inclòs en blocs de parafina i tallat amb un gruix de 5 �m. Les seccions de 

teixit s’han tenyit amb el procediment estàndard per a Hematoxilina-Eosina. 

 
3.5 Inmunohistoquímica 
Els pulmons de rata van ser fixats amb paraformaldehid al 4%, es van incloure 

en blocs de parafina i es van tallar amb un gruix de 5 �m. 

Les seccions de teixit van ser desparafinades i rehidratades. Tot seguit, van ser 

tractades amb citrat sòdic durant 30 min a 90 ºC. Després es va bloquejar 

l’activitat peroxidasa endògena amb H2O2 (peròxid d’hidrogen) al 5 % i metanol. 

Es bloquegen les unions inespecífiques amb una solucio de PBS, 3 % de fetal 

calf serum i 1 % BSA durant 2 hores a temperatura ambient. En aquest punt ja 

es poden incubar les seccions amb els anticossos primaris (Acris antibodies, 

herford, Germany) dirigits contra ED1 (Mouse anti-rat CD68) per als macròfags 

alveolars o ED2 (mouse anti-rat CD163) per als macròfags intersticials, a una 

dilució de 1:200 de cadascun dels anticossos, durant tota la nit a 4 ºC. Després 

de rentar les mostres amb PBS-T (PBS amb Tritó al 0.2 %) van ser incubades 

durant 1 h amb l’anticòs secundari biotinilat (Acris antibodies, herford, 

Germany) a una dilució de  1:200.  El sistema de revelat es basa en l’activitat 

peroxidasa sobre el seu substrat (H2O2) i amb una reacció acoblada que a 

partir de la diaminobenzidina (DAB) dona lloc a un precipitat de color marró. 

Per a això, després incubem les mostres 1 h amb Streptavdina-HRP (Bio-Rad 

Laboratories, Carlsbad, CA, USA) diluïda 1:200 en una solució de bloqueig. 

Rentem i incubem amb DAB 30 min a temperatura ambient. Finalment les 
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seccions de teixit van ser contratenyides amb Hematoxilina de Harris. El 

colorant d’aquest tipus de tinció s’uneix a grups àcids tenyint així grups fosfats 

de DNA i proteïnes nuclears amb carrega negativa. Les mostres van ser 

analitzades al microscopi òptic. El nombre de macròfags va ser avaluat amb un 

reconte de cèl·lules en 15 camps per a les dues diferents tincions. 

 
3.6 Western Blot 
El Western-blot és una tècnica que permet determinar la quantitat d’una 

proteïna en concret present en una mostra. Les metodologies que s’utilitzen per 

la realització d’un Western-blot són: en primer lloc, l’obtenció de l’extracte 

proteic i la determinació de la concentració de proteïna. I seguidament la 

detecció de proteïnes del lisat per mitjà de l’electroforesi, l’electrotransferència 

a una membrana de nitrocel·lulosa i la detecció de la proteïna desitjada per 

immunoquimioluminiscència. 

 

Les cèl·lules es van lisar utilitzant el Nuclear Extract Kit (Active motive, 

Carlsbad, CA, USA). El sobrenedant amb l’extracte proteic es va recuperar, 

quantificar i congelar a -80 ºC. 

 

La valoració de proteïnes es va fer amb el mètode colorimètric de Bradford  

(BioRad, Richmond, CA, USA). Aquest assaig es basa en la reacció d'una 

solució àcida del colorant blau de Coomassie en resposta a diferents 

concentracions de proteïnes. El canvi de color que experimenta el blau de 

Coomassie al unir-se a proteïnes es pot mesurar en un espectrofotòmetre a 

una longitud d'ona de 595 nm. Per tal de portar a terme aquesta valoració és 

necessari la preparació d’una corba estàndard que es va realitzar amb una 

solució d’Albúmina Sèrica Bovina (BSA) a diferents concentracions.  

 

Les solucions utilitzades van ser les següents:  

•  Tampó de càrrega (4X)  

950 �l XT Sample Buffer 4X (Bio-Rad Laboratories, Carlsbad, CA, USA) 

50 �l �-mercaptoetanol 
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•  Gel d’empaquetament 

1.5 M Tris HCl (pH 8.8) 

30 % Acrilamida  

10 % SDS 

10 % APS 

TEMED  

 

•  Gel separador  

1 M Tris HCl (pH 6.8) 

30 % Acrilamida  

10 % SDS 

10 % APS 

TEMED 

 

•  Tampó d’electroforesi (10X)  

10 X Tris Glycine SDS (Bio-Rad Laboratories, Carlsbad, CA, USA) 

 

Les mostres es van preparar afegint tampó de càrrega i escalfant 5 minuts a 

100 ºC per desnaturalitzar les proteïnes. El sistema d’electroforesi utilitzat va 

ser el Mini-PROTEAN (Bio-Rad Laboratories, Carlsbad, CA, USA). Les mostres 

es van carregar al gel d’acrilamida i es va fer córrer a voltatge constant (100 V) 

fins que el blau de bromofenol de les mostres va començar a escapar-se per la 

part de baix del gel. A cada pouet del gel es va carregar una quantitat de 

proteïna que oscil·la entre els 40 i els 60 �g. 

 

Per tal de poder treballar amb les proteïnes que s’han separat a l’electroforesi 

és útil transferir-les a un suport inert que les retingui. Amb aquesta intenció es 

fa la transferència de les proteïnes des de la matriu d’acrilamida a una 

membrana adequada. Hi ha diverses membranes que retenen les proteïnes de 

forma efectiva, en el nostre cas es van utilitzar membranes de nitrocel·lulosa 

Hybond ECL (GE Healthcare, Buckinghamshire, England). Es tracta de posar el 

gel que ha migrat en contacte amb la membrana de nitrocel·lulosa i crear un 

camp magnètic que empenyi a les proteïnes a sortir del gel. D’aquesta manera 
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les proteïnes es queden sobre la membrana i seran susceptibles a unir-se als 

anticossos específics. 

 

La transferència es va realitzar en el sistema semi-Phor semi-dry transfer unit 

(Hoefer Inc, Holliston, MA, USA) durant 1h 30 min a 140 mA, en el cas de 

transferir els gels de 2 en 2. L’amperatge s’ha adaptat a la quantitat de gels que 

es transfereixen. El tampó de transferència emprat va ser el següent: 

 

•  Tampó de transferència 

10 % 10X Tris Gycine (Bio-Rad Laboratories, Carlsbad, CA, USA) 

20 % MeOH 

 

A continuació per tal d’assegurar que la transferència s’havia dut a terme de 

forma efectiva, i les proteïnes s’havien transferit a la membrana, es van 

localitzar les diferents bandes proteiques mitjançant la tinció de les membranes 

amb una solució de Ponceau S (0,1 % Ponceau S i 5 % d’àcid acètic en aigua 

destil•lada). 

 

Un cop les proteïnes han estat transferides a la membrana ja estan disponibles 

per la detecció per anticossos. Per eliminar els llocs d’unió inespecífics, la 

membrana s’ha de  bloquejar amb proteïnes no reactives. En el nostre cas es 

va fer servir una dissolució de llet descremada en pols que s’uneix als llocs 

d’unió inespecífics que queden a la membrana després de la transferència. 

Després de bloquejar-les, les membranes s’incuben amb l’anticòs primari 

(específic per la proteïna d’interès). En el següent pas, un anticòs secundari 

conjugat a l’enzim peroxidasa reconeix l’anticòs primari que s’ha unit a la 

proteïna d’interès. L’últim pas és la detecció de la proteïna per luminescència a 

través d’una reacció enzimàtica que té lloc quan afegim peròxid d’hidrogen.  

 

El bloqueig de les membranes es va fer amb una solució al 5 % en llet 

descremada en pols en TBST-1X durant una hora a temperatura ambient:  
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•  TBS 20X: 

500 mM Tris (pH 7.4) 

60 mM KCl 

2.8 M NaCl 

 

•  TBS 1X-T (TBS + 0.05 % Tween20)   

 5 % llet descremada en pols  

 

Per la incubació de l’anticòs primari (Anti-I�B; Santa Cruz, CA, USA) es dilueix 

1:1000 amb la mateixa solució de bloqueig . 

 

Un cop ha transcorregut el temps d’incubació amb l’anticòs primari, es retira la 

membrana i es renta amb TBST-1X a temperatura ambient. Tot seguit s’incuba 

amb l’anticòs secundari a temperatura ambient durant 45-60 min. En el nostre 

treball l’anticòs secundari va ser Anti-mouse IgG HRP, BioRad 170-6516, 

Cabra a una dilució 1:3000 

 

L’últim pas és la detecció de l’anticòs secundari gràcies a l’activitat peroxidasa. 

Els reactius de detecció que es van utilitzar són l’Immun-Star HRP Peroxid 

Buffer i l’Immun-Star HRP Luminol/Enhancer (Bio-Rad Laboratories, Carlsbad, 

CA, USA) en proporció 1:1. Es van incubar les membranes amb al reactiu de 

luminescència durant 2 min en una cambra fosca de revelat, es va col·locar un 

film Hyperfilm ECL (GE Healthcare, Buckinghamshire, England) sobre la 

membrana i es va deixar exposar el temps necessari. Tot seguit es van revelar 

els films en l’aparell Optimax X-Ray Film Processor (PROTEC, Germany). Un 

cop feta la detecció, la membrana es pot guardar a 4 ºC ja que pot ser 

reutilitzada posteriorment per detectar altres proteïnes. Això es pot fer 

mitjançant el procés anomenat stripping que permet eliminar la presència 

d’anticossos de la membrana pràcticament sense alterar les proteïnes que s’hi 

han transferit. La membrana en qüestió és sotmet a un rentat de 5 min amb la 

solució d’stripping en agitació. Tot seguit, s’augmenta ràpidament el pH a 7-8 i 

es renta 3 vegades amb el tampó de rentat TBST-1X. A partir d’aquí es segueix 

amb el protocol descrit anteriorment. 
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•  Solució d’stripping  

0,2 M glicina 

0,5 M NaCl (pH 2.8) 

 

La quantificació de l’expressió de les proteïnes fa ser determinada mitjançant el 

programa Image J (National Institute of health, Bethesda). 

 

3.7 DNA-binding 
La unió de PPAR� al PPRE (Peroxisome proliferator response element), per la 

seqüència consens 5’-AACTAGGTCAAAGGTCA-3’, va ser mesurada 

mitjançant el kit basat en un ELISA, TransAm PPAR� (Active motive, Carlsbad, 

CA, USA). La forma activada de PPAR� a l’extracte nuclear va ser determinada 

usant anticossos específics per l’epitop que és accessible sols quan està 

activat i unit a la seva diana en el DNA. L’especificitat va ser comprovada 

mesurant la seva capacitat  per inhibir la unió a oligonucleòtids wild-type 

solubles. 
 
4 Anàlisi estadística 
Les dades s’expressaran com promig ± Error estàndard. Els promitjos s’han 

comparat mitjançant l’anàlisi unilateral de variança (ANOVA) i la significació 

estadística entre els diferents grups s’ha avaluat utilitzant el test de la t de 

Tukey determinant-se el nivell de significació estadística com una p<0.05. Per 

fer l’anàlisi estadística vam utilitzar el programa GraphPad (GraphPad  

Software Inc, San Diego, CA, USA). 
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In vitro, but not in vivo, reversibility of peritoneal macrophages activation 
during experimental acute pancreatitis. Gea-Sorlí S. and Closa D. BMC 

Immunology. 10:42 (2009) 
 

La síndrome de la resposta inflamatòria sistèmica és un dels processos 

fisiopatològics característics de la PA severa i el grau d’activació dels 

macròfags podria ser un dels factors que al final determinen la severitat 

d’aquesta malaltia. En aquest treball hem avaluat el fenotip d’activació dels 

macròfags peritoneals, durant la progressió d’un model experimental de 

pancreatitis aguda en rates. També, hem analisat l’efecte de la IL4 i IL13 per 

mirar de modular aquesta activació. 

 

Els macròfags peritoneals mostren una activació clàssica o M1 a les 3 hores 

d’haver induït la pancreatitis que es manté 18 h més tard. In vitro, el tractament 

amb IL4 i IL13 reverteix l’activació dels macròfags del fenotip clàssic o M1 al 

Alternatiu o M2, però in vivo, falla modulant la resposta dels macròfags 

peritoneals. Finalment podem veure que la IL4 té una vida mitja més curta en el 

líquid ascitic que en plasma. Aquest resultat suggereix que els enzims 

hidrolítics presents en el líquid ascític podrien estar involucrats en la degradació 

de citocines, impedint la modulació dels macròfags en la pancreatitis a traves 

d’estrategies basades en l’administració de citocines 
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Abstract
Background: Systemic inflammatory response syndrome is one of the major pathobiologic
processes underlying severe acute pancreatitis and the degree of macrophage activation could be
one of the factors that finally determine the severity of the disease. We evaluated the activation
phenotype in peritoneal macrophages during the progression of an experimental model of acute
pancreatitis induced in rats by intraductal administration of 5% sodium taurocholate and the effect
of IL-4 and IL-13 to modulate this activation.

Samples of pancreas, lung and adipose tissue as well as plasma were also obtained. In some animals
IL4 and IL13 were injected 1 h after induction in order to modulate macrophage activation. The
expressions of TNF� and Mannose Receptor, as indicators of classical and alternative macrophage
activation, were evaluated. Levels of myeloperoxidase and plasma lipase were determined to
evaluate the severity of the inflammatory process. The stability of IL-4 in ascitic fluid and plasma
was evaluated.

Results: Peritoneal macrophages showed a classical M1 activation clearly induced 3 h after
pancreatitis induction and maintained until 18 h. Treatment with IL-4 and IL-13 reversed the
activation of macrophages from a classical M1 to alternative M2 in vitro, but failed to modulate the
response of peritoneal macrophages in vivo despite a reduction in inflammation was observed in
lung and adipose tissue. Finally, IL-4 shows a short half-live in ascitic fluid when compared with
plasma.

Conclusion: Peritoneal macrophages adopt a pro-inflammatory activation early during acute
pancreatitis. Treatment with M2 cytokines could revert in vitro the pancreatitis-induced activation
of macrophages but fails to modulate its activation in vivo. This treatment has only a moderate effect
in reducing the systemic inflammation associated to acute pancreatitis. Hydrolytic enzymes
presents in ascitic fluid could be involved in the degradation of cytokines, strongly reducing its utility
to modulate peritoneal macrophages in pancreatitis.

Background
Acute pancreatitis is an inflammatory process of the pan-
creatic gland that in the severe forms involves remote

organ systems. Systemic inflammatory response syn-
drome (SIRS) is one of the major pathobiologic processes
underlying severe acute pancreatitis. This is of major
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importance because half of deaths in the first weeks of the
process are attributed to organ failure, and in particular
the acute respiratory distress syndrome, associated with
SIRS [1]. Despite advances in diagnosis and treatment of
inflammatory pancreatic disease, to date, supportive care
remains the only treatment for patients with pulmonary
complications [2].

Several proinflammatory mediators have been identified
to play a role in the progression of the local pancreatic
damage to the systemic inflammation. This includes
tumor necrosis factor � (TNF�), interleukin (IL)-1�, IL-6,
MCP-1 or Platelet activating factor [3]. Some of these
mediators are released by pancreatic acinar cells and
results in the recruitment of neutrophils and monocytes.
In addition, other inflammatory cell populations contrib-
ute to the systemic generation of inflammatory mediators.
In particular, it has been reported that peritoneal macro-
phages, alveolar macrophages and Kupffer cells become
activated in the early stages of severe acute pancreatitis [4-
6]. Since macrophages orchestrate both the initiation and
the resolution of inflammation, it is suspected that the
degree of macrophage activation could be one of the fac-
tors that finally determine the severity of the process.

However, macrophages could be activated in different
pathways. The initial inflammatory response is mediated
by classically activated macrophages (M1) while the reso-
lution phase is carried out by alternatively activated (M2)
macrophages [7]. M1 macrophages are induced by IFN� or
LPS and synthesize and release constitutive amounts of
inflammatory mediators such as TNF�, IL-1�, IL-6 and
nitric oxide. The biological activities of M1 macrophages
are characterized by its antimicrobial and cytotoxic prop-
erties, related with their role in host responses to infection
or autoimmune diseases. By contrast, M2 macrophages,
that are induced by IL-4 or IL-13, do not generate these
mediators but promote proliferative and angiogenic proc-
esses [8]. These M2 macrophages play a role in modulat-
ing wound healing, suppressing the inflammatory
response and synthesising extracellular matrix.

The characteristics of acute pancreatitis suggest that activa-
tion of macrophages correspond to the classical M1 phe-
notype. However, there are no data about the phenotypic
status of different macrophage populations during the
progression of acute pancreatitis and the relation between
the differentiation to M1 phenotype and the severity of
the disease.

In this work we have used an experimental model of acute
pancreatitis induced by intraductal administration of
sodium taurocholate to evaluate how the progression of
pancreatitis correlates with the M1 activation of perito-
neal macrophages as well as the effect of IL-4 and IL-13,
administered after the induction of pancreatitis, in pre-

venting the M1 activation and inducing the reparative M2
phenotype. We demonstrated that pancreatitis results in
an M1 activation of peritoneal macrophages that could be
reverted in vitro by treatment with IL-4 and IL.13. How-
ever, in vivo administration of these cytokines after induc-
tion of pancreatitis does not modulate the activation of
peritoneal macrophages. The effect of pancreatitis-associ-
ated ascitic fluid (PAAF) on the cytokines could explain
this lack of effects.

Methods
Animals
Male Wistar rats (250–300 g b.w.) were used in all exper-
iments (Charles River, France). Animals were housed in a
controlled environment and fed with standard laboratory
pelleted formula (A04, Panlab, Barcelona, Spain) and tap
water ad libitum. This study conformed to European Com-
munity for the use of experimental animals and the insti-
tutional committee of animal care and research approved
it.

Animal model of acute pancreatitis
Animals (n = 6 each group) were anesthetized with an i.p.
administration of sodium pentobarbital (50 mg/kg). The
biliopancreatic duct was cannulated through the duode-
num and the hepatic duct was closed by a small bulldog
clamp. Pancreatitis was induced by retrograde perfusion
into the biliopancreatic duct of 5% sodium taurocholate
(Sigma, St Louis, Missouri, USA) in a volume of 0.1 ml/
100 g b.w. using a perfusion pump (Harvard Instruments,
Edenbridge, UK) [9]. The same procedure was applied to
control animals but receiving an intraductal perfusion of
saline solution (NaCl 0.9%) instead of taurocholate.
Three or eighteen hours after induction, peritoneal macro-
phages were obtained. Five ml of blood were obtained
from the cava vein, heparinized and centrifuged to obtain
plasma. Ascitic fluid, and samples of pancreas, white adi-
pose tissue (WAT) and lung were also obtained, immedi-
ately frozen and stored at -80°C until used.

In a second experiment, IL-4 (4 �g/kg) and IL-13 (4 �g/kg)
were i.p. administered to an additional group 1 h after the
induction of pancreatitis. In these animals, macrophages,
plasma and tissue samples were obtained three hours after
the induction of pancreatitis.

Isolation and culture of macrophages
Peritoneal macrophages were harvested by 5 peritoneal
washes with 10 ml of phosphate buffered saline (PBS)
containing 3 units/ml heparin. The obtained cell suspen-
sion was centrifuged (300 × g; 7 min). Cells were sus-
pended in the RPMI1640 culture medium containing
10% fetal calf serum, 2 mM glutamine, penicillin (100 U/
ml) and streptomycin (100 �g/ml). Aliquots of about 3 ×
106 cells were plated in 6 wells plates and cultured at 37°C
under a gas phase of air/CO2 (95:5). After an attachment
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period of 4 h, the non-adherent cells were removed by
shaking. The resulting adherent population consisted of >
92% macrophages as judged by CD68 staining measured
by flow cytometry.

In vitro reversion of phenotypic changes in macrophages
Peritoneal macrophages obtained from control animals as
well as animals 18 hours after pancreatitis induction were
incubated for 24 h with IL-4/IL-13 (10 ng/ml each) in
order to evaluate their capacity to reverse the acquired M1
phenotype. This mixture of cytokines has been reported to
be more effective than IL-4 or IL-13 alone on inducing an
M2 phenotype in macrophages [10]. After the incubation
period RNA was obtained and the expression of TNF� and
Mannose Receptor were evaluated by quantitative RT-
PCR.

Degradation of IL-4 in ascitic fluid and plasma
To evaluate the effect of hydrolytic enzymes presents in
ascitic fluid or plasma during pancreatitis on the stability
of interleukins, the half life of IL-4 on these biological flu-
ids has been determined. Plasma or ascitic fluid obtained
from animals with pancreatitis were pooled and over-
loaded with IL-4 (25 pg/ml). Samples were incubated at
37°C for 2 h, 1 h, 30 min and 15 min after the addition
of IL-4 and the concentration of IL-4 was measured by
ELISA. The experiment has been carried out by triplicate.

RNA isolation and RT-PCR
Total RNA from cells was extracted using the TRizol® rea-
gent (Invitrogen, Carlsbad, CA). The RNA was quantified
by measurement of the absorbance at 260 and 280 nm
using a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Nano-
Drop Technologies, USA).

cDNA was synthesized using the iScript cDNA synthesis
kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), and reverse tran-
scription was then performed on 1 �g RNA sample by
adding iScript reagents. The reaction was incubated at
25°C for 5 min, 42°C for 30 min, and 85°C for 5 min,
and then stored at -80°C.

Subsequent PCR amplification was performed in a DNA
Engine, Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, CA,
USA) using IQTM SYBR Green Super mix and the corre-
spondent rat primers: TNF� forward: 5'-AACTCCCA-
GAAAAGCAAGCA-3' reverse: 5'-
CGAGCAGGAATGAGAAGAGG-3'; Mannose Receptor
forward: 5'-GCAGGTGGTTTATGGGATGT-3' Reverse: 5'-
GGGTTCAGGAGTTGTTGTGG-3'; GAPDH forward: 5'-
CTGTGTCTTTCCGCTGTTTTC-3' and reverse: 5'-TGTGCT-
GTGCTTATGGTCTCA-3'.

Initial denaturation was followed by 40 cycles of DNA
amplification with fluorescence detection at the end of the

elongation step (SYBR Green format). Reactions were per-
formed in duplicate and threshold cycle values were nor-
malized to GAPDH gene expression. The specificity of the
products was determined by melting curve analysis. The
ratio of the relative expression of target genes to GAPDH
was calculated by using the �C(t) formula.

Lipase
Plasma lipase was determined by using commercial turbi-
dimetric assay kits from Randox (Antrim, U.K.), according
to the supplier's specifications.

Myeloperoxidase
Neutrophilic infiltration was assessed by measuring mye-
loperoxidase (MPO) activity. MPO was measured photo-
metrically with 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine as a
substrate. Tissue samples were homogenized with 0.5%
hexadecyltrimethylammonium bromide in 50 mM phos-
phate buffer at pH 6.0. Homogenates were disrupted for
30 seconds using a Labsonic sonicator (Braun Biotech,
Inc., Allentown, PA) at 20% power and submitted to three
cycles of snap freezing in dry ice and thawing before a
final 30 second sonication. Samples were incubated at
60°C for 2 hours and then spun down at 4000 g for 12
minutes. The supernatants were collected for MPO assay.
Enzyme activity was assessed photometrically at 630 nm.
The assay mixture consisted of 20 �l supernatant, 10 �l
tetramethylbenzidine (final concentration 1.6 mM) dis-
solved in DMSO, and 70 �l H2O2 (final concentration 3.0
mM) diluted in 80 mM phosphate buffer, pH 5.4. The
results are expressed as units (U) MPO activity per g pro-
tein.

Statistical analysis
Data have been expressed as mean ± SEM. Means of differ-
ent groups were compared using a one-way analysis of
variance. Tukey's multiple comparison test was performed
for evaluation of significant differences between groups.
Differences were assumed to be significant when p < 0.05.

Results
Pancreatitis induction
Acute pancreatitis results in a significant increase in lipase
levels in plasma at 3 and 18 hours after induction. The
inflammatory process, evaluated as MPO activity indi-
cates a strong leukocyte infiltration in pancreas, WAT and
lung at both time periods (figure 1).

Macrophage activation
Analysis of peritoneal macrophage activation indicates
that 3 hours after induction it is induced a strong expres-
sion of TNF�. At this time point there was no significant
changes in Mannose Receptor expression, indicating the
activation following the expected M1 phenotype. Interest-
ingly, 18 hours after induction, the expression of TNF�
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remains induced but in a less intense level while Mannose
Receptor remained unchanged (figure 2).

In vitro reversibility of the phenotype
Peritoneal M1 activated macrophages are important
sources of pro-inflammatory cytokines that could contrib-
ute to the induction and maintaining of the systemic
inflammatory status. Consequently in order to design
therapies focussed on modulating macrophages activity it
is of interest to evaluate the capacity of these cells to
change their phenotype. With this purpose we treated in
vitro peritoneal macrophages obtained 18 hours after
inducing pancreatitis, with IL-4 plus IL-13, which are

known to induce a M2 phenotype in macrophages [11].
Results indicate that incubation with these cytokines in
vitro results in the reversion of the M1 phenotype and in
an increased expression of Mannose Receptor, an M2
related gene (figure 3).

In vivo treatment with M2 cytokines
The reversion of M1 phenotype of activated macrophages
during the acute phase of pancreatitis could be an interest-
ing therapeutical approach. With this purpose an addi-
tional group of animals was treated with IL-4 and IL-13
one hour after the induction of the disease. Two hours
later (this is three hours after the induction of pancreati-

Lipase and MPO activity in pancreas, lung and white adipose tissue (WAT) 3 and 8 hours after induction of pancreatitisFigure 1
Lipase and MPO activity in pancreas, lung and white adipose tissue (WAT) 3 and 8 hours after induction of 
pancreatitis. * = p < 0.05 vs. control.
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tis), we evaluated the progression of the inflammatory
process as well as the changes in the phenotype acquired
by the peritoneal macrophages.

Administration of M2 cytoquines has no effect on the M1
activation of peritoneal macrophages (figure 4). However,
it results in a decrease in the inflammatory response
observed in the lung and WAT (figure 5). As expected,
cytokine treatment does not modify the pancreatic dam-
age or inflammation and lipase as well as MPO in pan-
creas remained unchanged (figure 5).

When measuring the concentrations achieved of IL-4 in
plasma no measurable levels were found even after the
intraperitoneal administration of interleukins.

Degradation of IL-4 in ascitic fluid
Measures of PAAF overloaded with IL-4 revealed a fast
degradation of the cytokine in this biological fluid. A half
life of 16.4 min was obtained, contrasting with the higher
stability observed in plasma, with a half life of 51.1 min
(Figure 6).

Discussion
Systemic inflammation is a major complication of severe
acute pancreatitis being the associated acute lung injury
and renal failure characteristics of the end stages of the
process. Measurements of cytokines in plasma of patients
or in experimental models revealed increases in inflam-
matory mediators, including TNF�, IL-1, IL-6, MIP2, or

MCP in a situation defined as "cytokine storm" that
results in an uncontrolled inflammatory process in several
organs [12].

In this context, macrophages play a pivotal role due to
their ability to generate pro or anti-inflammatory media-
tors that control the progression of the inflammatory
process. Different reports demonstrate the involvement of
activated peritoneal, alveolar or hepatic macrophages in
the pathogenesis of acute pancreatitis [5,6]. This central
role in the regulation of inflammation made the macro-
phages interesting targets in order to design therapeutical
strategies focussed in the control of the systemic effects of
acute pancreatitis.

In this work we observed that peritoneal macrophages
showed an early and intense M1 activation reflected in the
high expression of TNF�, and the lack of changes in Man-
nose Receptor. This could be observed three hours after
induction and remains in similar phenotypic profile at 18
h. The main difference between these two time periods is
the reduction in the expression of TNF�. This fact agrees
with the kinetics observed in several in vitro experiments
when macrophages are stimulated with pro-inflammatory
mediators. The initial peak of TNF� generation is fol-
lowed by the expression of other cytokines, mainly IL-1�
and IL-8.

This activation was expected since peritoneal macro-
phages are in the peritoneal cavity, in direct and early con-

Changes in the mRNA expression of TNF� and mannose receptor in peritoneal macrophages evaluated by RT-PCRFigure 2
Changes in the mRNA expression of TNF� and mannose receptor in peritoneal macrophages evaluated by 
RT-PCR. Results are expressed as increases with respect to the control group. * = p < 0.05 vs. control.
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tact with mediators released by pancreatic tissue. Ascitic
fluid generated in the severe acute pancreatitis contains
pancreatic enzymes and cytokines in a concentration that
exceeds that observed in plasma in on order of magnitude
[13]. The M1 phenotype induced by these mediators can
increase the inflammatory response associated with acute
pancreatitis through the release of other macrophage-
derived inflammatory cytokines. However, several works
reported on the plasticity of activation phenotype
acquired by macrophages and their capability to be repro-
grammed by the effect of M1 or M2 cytokines [11,14].
Consequently, it could be of interest to known the capac-
ity of these pancreatitis-activated peritoneal macrophages
to be reverted to an antiinflammatory and reparative M2
phenotype. We have evaluated this possibility in vitro by
treating pancreatitis-activated peritoneal macrophages
with a mixture of IL-4 and IL-13. These cytokines are
known to induce the alternative M2 activation of macro-
phages, promoting the repair phenotype and counteract-
ing the effects of pro-inflammatory cytokines [7].

Results indicate that activated peritoneal macrophages
obtained during pancreatitis could be re-directed to M2
phenotype by the effect of IL-4 and IL-13 treatment (figure
3). This was evidenced by the reduction in TNF� expres-
sion that parallels with the induction of Mannose Recep-
tor.

Reversibility of macrophage phenotype was observed on incubating peritoneal macrophages obtained 18 hours after pancreatitis induction and incubated with a mixture of IL-4 plus IL-13 for 24 hoursFigure 3
Reversibility of macrophage phenotype was observed 
on incubating peritoneal macrophages obtained 18 
hours after pancreatitis induction and incubated with 
a mixture of IL-4 plus IL-13 for 24 hours. This treat-
ment resulted in the inhibition of TNF� expression as well as 
the induction of Mannose receptor in both control and AP 
macrophages. Results are expressed as increases with 
respect to the control group. * = p < 0.05 vs. control; + = p 
< 0.05 vs AP.

In vivo administration of IL-4 plus IL-13 does not accomplish to reduce the macrophages activation in the early stages of pancreatitisFigure 4
In vivo administration of IL-4 plus IL-13 does not 
accomplish to reduce the macrophages activation in 
the early stages of pancreatitis. No changes were 
observed in TNF� or Mannose receptor expression in peri-
toneal macrophages. Results are expressed as increases with 
respect to the control group. * = p < 0.05 vs. control.
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In a subsequent experiment we tried to modulate in vivo
the activation of peritoneal macrophages. For this pur-
pose, interleukins 4 and 13 were administered i.p. one
hour after the induction of pancreatitis and two hours
later we evaluated the progression of the inflammatory
process as well as the activation of macrophages. This was
a short time period to achieve a complete M2 phenotype,
but the fast progression of the disease do not allows pro-
longed treatments. The objective was only to achieve a
reduction in the intensity of the M1 activation that could
result in a decrease in the systemic inflammation.

As expected, interleukins treatment 1 h after induction has
no effect on the pancreatic tissue damage which, in this
model of pancreatitis, is directly induced by the effect of

taurocholate on acinar cells. This was evident by the lack
of changes in the increased plasma lipase activity. Pan-
creas inflammation also was unmodified according the
MPO results. By contrast, a moderate but significant
reduction in lung and WAT inflammation was observed
(figure 5). However, these changes appear to be unrelated
with the peritoneal macrophage activation because the
M1 phenotype induced by pancreatitis remains similar to
that observed in the non-treated group (figure 4).

It has been observed in several experimental models that
IL-4 could modulate the regulation of complement activa-
tion [14] or the generation of IL-10 in chronic pancreatitis
[15]. Some of these effects could explain the reduction in
the inflammation observed in our experimental condi-

Effect of IL-4 and IL-13 administration on the progression of the early stages of inflammationFigure 5
Effect of IL-4 and IL-13 administration on the progression of the early stages of inflammation. No changes were 
observed in lipase activity in plasma or in MPO levels in pancreas. By contrast, a significant inhibition of MPO in lung and white 
adipose tissue (WAT) indicates a reduction of the systemic inflammation. * = p < 0.05 vs. control; + = p < 0.05 vs AP.
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tions. However, it is clear that interleukin administration
was not enough to therapeutically modulate the M1 phe-
notype observed in peritoneal macrophages. This lack of
changes after M2 cytokines administration could be
related with the strong proinflammatory environment
generated in the peritoneal cavity, but also by the hydro-
lytic activity of ascitic fluid.

In this sense, when measuring the stability of IL-4 in
ascitic fluid we observed a fast degradation of this
cytokine. These changes were not observed in plasma and
could be related with the hydrolytic enzymes released by
pancreatic tissue to the ascitic fluid. This fact also explains
the lack of measurable increases in IL-4 levels in plasma of
treated animals. It must be pointed out that the intraperi-
toneal administration of cytokines was selected since our
objective was to act on peritoneal macrophages. Conse-
quently, the administration of cytokines to modulate the
activation of macrophages during the progression of acute
pancreatitis appears to be useful for act on several cell
populations but not for the peritoneal macrophages.

Conclusion
Our results indicate that peritoneal macrophages adopt a
pro-inflammatory activation early during acute pancreati-
tis and that they could be reprogrammed in vitro to a

reparative M2 phenotype by IL-4 and IL-13. However, in
vivo this treatment has only a moderate effect in reducing
the systemic inflammation and fails to prevent the perito-
neal macrophage activation. This lack of effect seems to be
related with the degradation of interleukins by the action
of ascitic fluid present in the peritoneal cavity. Conse-
quently, different therapeutic approaches will be needed
to modulate the activation of this cell population for the
treatment of severe acute pancreatitis.
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En el tracte respiratori existeixen dues poblacions diferents de macròfags: els 

macròfags alveolars en els alvèols i els macròfags intersticials en d’interstici 

pulmonar.  

 

Ja que la pancreatitis progressa en paral·lel amb el dany pulmonar associat a 

aquesta malaltia, el perfil d’activació d’aquestes subpoblacions de macròfags 

podria ser rellevant en seva progressió. 

 

En aquest treball hem analitzat el fenotip que adopten els macròfags alveolars i 

intersticials en un model de pancreatitis en rates, per l’administració intraductal 

de taurocolat sòdic al 3.5 %. Hem observat que, els macròfags alveolars 

presenten un fenotip M1 al inici de la malaltia caracteritzat per l’expressió de 

citocines proinflamatories i l’activació de NF-�B. En canvi, els macròfags 

intersticials segueixen una polaritat M2b amb l’expressió de citocines 

antiinflamatòries com la IL10 i el CD163, i l’activació de PPAR�. Aquests 

resultats suggereixen que aquestes poblacions de macròfags juguen un paper 

diferent en la progressió de la pancreatitis. Els macròfags alveolars promouen 

una resposta inflamatòria al inici de la malaltia mentre que les macròfags 

intersticials ajuden en la resolució de la inflamació. 
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1 Department of Experimental Pathology, Institut d’Investigacions Biomèdiques de Barcelona, Consejo Superior de Investigaciones Cient ı́ficas
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Abstract
Pulmonary macrophages exist in two different anatomical compartments in the lower respiratory tract: alveolar
macrophages in the alveoli and interstitial macrophages in the interstitium. Depending on the micro-environmental
stimulation, macrophages follow different activation pathways. According to their inflammatory response pattern,
activated macrophages have been characterized as pro-inflammatory (M1), wound-healing (M2a) and regulatory
(M2b). Since acute pancreatitis occurs in parallel with acute lung injury, the profile of the different macrophage
subpopulations could be relevant in the progression of the disease. The activation of lung alveolar and interstitial
macrophages was assessed in an experimental model of severe acute pancreatitis induced in rats by intraductal
infusion of 3.5% sodium taurocholate. Alveolar and interstitial macrophages were obtained and the expression
of markers of different activations was evaluated. Activation of nuclear factors PPARγ and NF-κB, which are
involved in the acquisition of different phenoytpes, was also measured. Alveolar macrophages acquired an early
M1 phenotype characterized by the expression of inflammatory cytokines and NF-κB activation. In contrast,
interstitial macrophages followed the inhibitory M2b pathway. In these macrophages, PPARγ became activated
and the anti-inflammatory cytokine IL-10 was expressed. These results suggest that alveolar and interstitial
macrophages play different roles in acute lung injury associated with acute pancreatitis. Alveolar macrophages
promote an early inflammatory response, whereas interstitial macrophages help resolve inflammation.
Copyright © 2010 Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction

In the early stages of acute pancreatitis, the first sign of
multi-organ dysfunction is impaired lung function. This
is important because lung failure is the principal cause
of death during the first week in patients with severe
acute pancreatitis [1]. Transition from local pancreatic
damage to systemic inflammation determines the sever-
ity of disease progression. The lung injury is character-
ized by increased endothelial permeability, activation
of the macrophages and infiltration of neutrophils into
the interstitium. The mechanisms through which lung
injury is induced in acute pancreatitis are not clear,
but increasing evidence implicates pro-inflammatory
cytokines and oxidative stress in the development of
the systemic complications [2,3].

In addition to pancreatic acinar cells activated by the
initial damage, macrophages play a central role in the
systemic generation of inflammatory mediators during
acute pancreatitis [4]. In experimental models of acute

pancreatitis, the activation of different populations of
macrophages, including peritoneal macrophages [5],
Kupffer cells [6] and alveolar macrophages, has been
reported [7]. However, macrophages are highly ver-
satile cells and local environment factors could shape
their phenotypic and functional properties [8]. Thus, to
understand the mechanisms involved in the progression
of systemic inflammation and to design treatments to
reduce the impact of the distant effects of acute pancre-
atitis, it is essential to take into account the phenotype
acquired by each population of macrophages. This is of
particular importance in the case of the lung, an organ
with two different macrophage populations, alveolar
and interstitial [9].

Activated macrophages can be classified into three
groups [10]. The first group consists of classically acti-
vated (M1) macrophages, which act as immune effec-
tor cells secreting oxygen and nitrogen radicals, and
inflammatory cytokines that regulate and amplify Th1
immune response and inflammation. A second group
consists of the wound-healing (M2a) macrophages.

Copyright © 2010 Pathological Society of Great Britain and Ireland. J Pathol 2011; 223: 417–424
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These cells produce minimal amounts of inflammatory
mediators, but promote the production of extracellular
matrix and tissue remodelling. Finally, the third group
consists of the regulatory (M2b) macrophages, which
arise in later stages and seem to inhibit the immune
response and limit inflammation by generating anti-
inflammatory mediators, such as IL-10.

Although this classification is useful, it only repre-
sents some points in the broad spectrum of phenotypes
acquired by macrophages. This is because these cells
show a high degree of flexibility in adapting their func-
tions to their environment [8].

The current study evaluated the activation of alveolar
macrophages and interstitial macrophages after induc-
tion of experimental acute pancreatitis. We observed
that these two cell populations show different activa-
tion profiles and kinetics, which means that they make
up two different therapeutic targets for the treatment of
lung inflammation associated with acute pancreatitis.

Materials and methods

Animals

Male Wistar rats, body weight (b.w.) 250–300 g, were
used in all experiments (Charles River, France). The
animals were housed in a controlled environment and
fed with a standard laboratory pelleted formula (A04,
Panlab, Barcelona, Spain) and tap water ad libitum.
This study conformed to European Community rules
for the use of experimental animals and was approved
by our animal care and research committee.

Animal model of acute pancreatitis

The animals (n = 6 in each group) were anaesthetized
by intraperitoneal administration of sodium pentobar-
bital (50 mg/kg). The biliopancreatic duct was can-
nulated through the duodenum and the hepatic duct
was closed by a small bulldog clamp. Pancreatitis was
induced by retrograde perfusion into the biliopancreatic
duct of 3.5% sodium taurocholate (Sigma, St. Louis,
MI, USA) in a volume of 0.1 ml/100 g b.w., using
a perfusion pump (Harvard Instruments, Edenbridge,
UK) [11]. The same procedure was applied to control
animals, but these received an intraductal perfusion of
saline solution (NaCl 0.9%) instead of taurocholate. At
3, 6 and 24 h after induction, alveolar and lung inter-
stitial macrophages were obtained. In addition, 5 ml
blood was taken from the vena cava and heparinized
and centrifuged to obtain plasma in order to verify the
severity of pancreatitis by measuring lipase activity.

Isolation and culture of macrophages

After exsanguination, the lung and trachea were
excised en bloc, washed with phosphate-buffered saline
(PBS) and lavaged 10 times with 10 ml cold (4 ◦C)
saline solution (0.9% NaCl). For alveolar macrophages,

the lavage fluid was centrifuged at 300 × g for 7 min
and the cells were resuspended in culture medium.

Interstitial macrophages were obtained by using a
modification of the enzymatic dispersion method pre-
viously reported [12,13]. Briefly, after bronchoalveolar
lavages, the lungs were digested with 0.25% trypsin
(T8003; Sigma) dissolved in 100 ml saline and sus-
pended in 0.9% NaCl at 37 ◦C for 30 min. The trypsin
was constantly topped up during the 30 min expan-
sion of the parenchyma. After digestion, the lungs were
chopped into 1–2 mm2 cubes, treated with DNase dis-
solved in 7500 U/100 ml saline and filtered through
nylon meshes ranging in pore size from 150 to 30 μm.
The resulting cell suspension was centrifuged (250 × g

for 20 min at 10 ◦C) through a sterile Percoll gradi-
ent and the monocyte cell-rich band was collected. A
second DNase treatment (2000 U/100 ml) was admin-
istered and the cells were recovered as a pellet by
centrifugation at 250 × g for 20 min.

Both alveolar and interstitial macrophages were
resuspended in RPMI-1640 culture medium containing
10% fetal calf serum, 2 mM glutamine, 100 U/ml peni-
cillin and 100 μg/ml streptomycin. Aliquots of about
3 × 106 cells were plated in six-well plates and cul-
tured at 37 ◦C under a gas phase of air : CO2 (95 : 5).
After an attachment period of 2 h, the non-adherent
cells were removed by shaking. The resulting adherent
populations consisted of >98% alveolar macrophages
and >92% interstitial macrophages. To evaluate the
cell yield and purity, cytospin preparations were stained
with Diff-Quik (Diagnostics Grifols SA, Barcelona,
Spain) according to the manufacturer’s protocol. Con-
taminating cells are mainly type II pneumocytes and
ciliary cells.

RNA isolation and RT–PCR

Total RNA from cells was extracted using Trizol
®

reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The RNA
was quantified by measurement of the absorbance at
260 and 280 nm using a NanoDrop ND-1000 spec-
trophotometer (NanoDrop Technologies, USA). cDNA
was synthesized using the iScript cDNA synthesis
kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) and
reverse transcription was then performed on a 1 μg
RNA sample by adding iScript reagents. The reaction
was incubated at 25 ◦C for 5 min, 42 ◦C for 30 min and
85 ◦C for 5 min, and was then stored at −80 ◦C.

Subsequent PCR amplification was performed in a
DNA Engine, Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad) using
IQTM SYBR Green Super mix and the correspond-
ing rat primers (see supporting information, Table S1).
Reactions were performed in duplicate and threshold
cycle values were normalized to GAPDH gene expres-
sion. The specificity of the products was determined by
melting curve analysis. The ratio of the relative expres-
sion of target genes to GAPDH was calculated by the
�Ct formula.

Copyright © 2010 Pathological Society of Great Britain and Ireland. J Pathol 2011; 223: 417–424
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SDS–PAGE and Western blot
Cells were lysed using the nuclear extract kit from
Active Motif (Carlsbad, CA, USA) under conditions
for preparation of nuclear and cytoplasmatic extracts.
SDS–PAGE was performed on 12% acrylamide gels.
Proteins were electrotransferred to nitrocellulose mem-
brane and probed with primary Ab (Anti-IκBα; Santa
Cruz, CA, USA) at 1/1000. The membranes were incu-
bated with the corresponding peroxidase-conjugated
secondary Ab, washed and then incubated with ECL
reagents from Amersham Pharmacia (Buckingham-
shire, UK) before exposure to high-performance chemi-
luminescence films. Gels were calibrated using
Bio-Rad standard proteins with markers covering a
7–240 kDa range. ImageJ 1.32 software (obtained
from: http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html) was used
to quantify the intensities of the bands obtained.

PPARγ–DNA binding activity
The binding of PPARγ to the peroxisome prolif-
erator response element (PPRE), binding consensus
sequence 5′-AACTAGGTCAAAGGTCA-3′, was mea-
sured using the ELISA-based TransAm PPARγ kit
(Active Motif). The active forms of PPARγ in nuclear
extracts were detected by using specific antibodies for
an epitope that is accessible only when it is activated
and bound to its target DNA. Specificity was checked
by measuring the ability of soluble wild-type oligonu-
cleotides to inhibit binding.

Anti-rat macrophage monoclonal antibodies
To detect rat macrophages, we used two different mon-
oclonal antibodies (Acris Antibodies, Herford, Ger-
many): ED1 (mouse anti-rat CD68), which recog-
nizes alveolar macrophages; and ED2 (mouse anti-rat
CD163), which is normally expressed by interstitial
lung macrophages but, in contrast to ED1, not by alve-
olar macrophages [14].

Immunohistochemistry
Rat lungs were infused with 10% buffered forma-
lin for 24 h and embedded in paraffin. Then 5 μm
sections were prepared. After deparaffinization, the
tissue sections were treated with sodium citrate for

30 min at 90 ◦C, incubated for 30 min in a solution
containing 5% hydrogen peroxide and blocked with a
solution of PBS, 3% fetal calf serum and 1% BSA for
2 h at room temperature.

The tissue sections were incubated overnight with
anti-rat macrophages, ED1 (1 : 200) or ED2 (1 : 200),
diluted in a solution containing 5% BSA. After washing
with PBS-T (PBS and 0.2% Triton), they were incu-
bated for 1 h at room temperature with biotinylated
secondary antibodies (1 : 200). After rinsing in PBS,
the slides were incubated for 1 h at room temperature
with streptavidin–HRP diluted 1 : 200 in blocking solu-
tion. Diaminobenzidine was used as a substrate for the
immunoperoxidase reaction. After rinsing with water,
the sections were stained with haematoxylin. The num-
ber of macrophages was evaluated by counting cells
over 15 fields by two different observers.

Statistical analysis
Data were expressed as mean ± SEM. Means of dif-
ferent groups were compared by a one-way analysis of
variance (ANOVA). Tukey’s multiple comparison test
was used to evaluate significant differences between
groups. Differences were assumed to be significant at
p < 0.05.

Results

Changes in macrophage subpopulations during
acute pancreatitis
In control animals, alveolar macrophages, positive for
ED-1, were observed in the alveoli (Figure 1A). Inter-
stitial macrophages, positive for ED-2, were located
in the pulmonary interstitium (Figure 2A). Both cell
populations increased 24 h after pancreatitis induction
(Figure 3). A large number of alveolar macrophages
ED-1+ were observed in alveoli and the interstitium
(Figure 1B). However, during pancreatitis some alve-
oli collapsed due to the degradation of lung surfac-
tant [15] and macrophages were retained between col-
lapsed alveolar walls. A similar increase was observed
in the number of interstitial ED-2+ macrophages
(Figures 2B, 3).

Figure 1. Changes in alveolar macrophages during pancreatitis. Immunohistological staining with ED1, showing the presence of alveolar
macrophages (arrowheads) in (A) control animals and (B) 24 h after induction of pancreatitis (magnification, ×400).

Copyright © 2010 Pathological Society of Great Britain and Ireland. J Pathol 2011; 223: 417–424
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Figure 2. Changes in interstitial macrophages during pancreatitis. Immunohistological staining with ED2, showing the presence of
interstitial macrophages (arrows) in (A) control animals and (B) 24 h after induction of pancreatitis (magnification, ×400).

Figure 3. Changes in lung macrophage number during pancreatitis.
Changes in the number of alveolar (AM) and interstitial (IM)
macrophages 18 h after induction of pancreatitis. Vertical axis
represents number of cells per field (mean of 15 fields) counted by
two different observers. ∗p < 0.05.

Different activation phenotype of alveolar and
interstitial macrophages during acute pancreatitis

When measuring the expression of markers for the dif-
ferent phenotypes in alveolar and interstitial macro-
phages (Figure 4), we found that after induction of
pancreatitis alveolar macrophages adopted early M1
activation, characterized by the expression of pro-
inflammatory mediators (TNFα and IL-1β). These
cytokines were strongly expressed 3 h after pan-
creatitis induction and were still expressed at 6 h,
while 24 h after induction this expression returned
to control values, whereas expression of M2a mark-
ers in alveolar macrophages only showed a moderate
increase 6 h after induction. Finally, no changes were
observed in the expression of M2b markers (IL-10 and
CD163).

In contrast, interstitial macrophages did not express
M1 or M2a markers at any time measured. This cell
population showed an M2b phenotype, characterized
by the increased expression of the anti-inflammatory
cytokine IL-10, 24 h after the induction of pancreatitis.

NF-κB is activated only in alveolar macrophages

Induction of the expression of inflammatory mediators
associated with M1 activation in alveolar macrophages
suggests the involvement of the NF-κB pathway. This
was confirmed by measuring the degradation of the

inhibitory protein IκB by western blot (Figure 5). Pan-
creatitis induction resulted in a rapid decrease in the
IκB protein level in alveolar macrophages but did not
affect IκB levels in interstitial macrophages.

Bronchoalveolar lavage from pancreatitis activates
alveolar, but not interstitial, macrophages in vitro
To evaluate the response of alveolar and interstitial
macrophages to the same stimulus, both cell popula-
tions obtained from control animals were incubated
in vitro with the bronchoalveolar lavage obtained 3 h
after pancreatitis induction. After centrifugation, the
cell-free supernatant of bronchoalveolar lavage was
added to the culture medium (50%). Then the RNA
expression of TNFα was measured. Under these condi-
tions, alveolar macrophages were activated and TNFα

was induced 1 h and 3 h after the treatment. TNFα

levels returned to control values 24 h after treatment.
In contrast, no induction of TNFα expression was
observed in interstitial macrophages (Figure 6).

PPARγ is induced and activated in interstitial, but
not in alveolar, macrophages during pancreatitis
An increase in the expression of PPARγ mRNA was
observed 3 h after pancreatitis induction in interstitial
macrophages (Figure 7). This increase reached a higher
level 6 h after induction and decreased to control levels
at 24 h. When measuring the activation of PPARγ by
evaluating DNA binding activity in nuclear extracts of
interstitial macrophages, we found a steady increase
that achieved significant levels 24 h after induction
(Figure 7). In contrast, no changes were observed in
the activation and expression of PPARγ in alveolar
macrophages.

Discussion

Macrophages take on different phenotypes to regu-
late the induction and resolution of the inflammatory
response. Here we evaluated the phenotypes of two
different populations of lung macrophages after the
induction of experimental acute pancreatitis. During the
progression of acute pancreatitis, the pancreatic acinar
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Figure 4. Pancreatitis induces different phenotypes in alveolar and interstitial macrophages. Changes in the mRNA expression of markers
for the M1 phenotype (TNFα and IL-1β), M2a phenotype (mannose receptor and arginase) and M2b phenotype (IL-10 and CD163) in
alveolar and interstitial macrophages, evaluated by RT–PCR. The results, normalized to GAPDH, are expressed as increases over the control
group. Pancreatitis induces early expression of M1 markers in alveolar macrophages and delayed expression of M2b markers in interstitial
macrophages. ∗p < 0.05 versus control (n = 6).

cells release digestive enzymes and also inflammatory
cytokines to the bloodstream. The presence of these
mediators activates the inflammatory response at dis-
tant organs and, in severe forms of the disease, may
result in tissue damage and loss of function [2].

During acute pancreatitis, alveolar macrophages
have been reported to generate a number of inflam-
matory mediators, including TNFα, nitric oxide and
reactive oxygen species [3]. The release of these medi-
ators suggests that these cells acquire the inflamma-
tory M1 phenotype that could be expected in the
process of pancreatitis-associated acute lung injury.
Our results are along these lines, showing the acti-
vation of alveolar macrophages characterized by the
expression of inflammatory mediators such as TNFα

and IL-1β (Figure 3). These mediators are characteris-
tic of the inflammatory M1 phenotype and are involved

in the progression of the inflammatory response. This
expression starts early but is not maintained for a long
time; and the expression of these mediators returns
to control values 24 h after pancreatitis induction. In
contrast, we found a completely different response in
interstitial macrophages. In these cells we observed a
lack of M1 activation and a delayed acquisition of a
regulatory M2b phenotype during the progression of
acute pancreatitis (Figure 3). In this case, the expres-
sions of CD163 and of the anti-inflammatory cytokine
IL-10 were induced 24 h after the onset of the disease.

Expression of inflammatory mediators such as TNFα

and IL-1β in alveolar macrophages but not in
interstitial macrophages suggests that the NF-κB path-
way in these cell populations is activated in differ-
ent ways. We evaluated this activation by measuring
the decrease in the IκB-α protein level (Figure 4) and
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Figure 5. NF-κB activation in alveolar macrophages. Western blot analysis revealed that acute pancreatitis results in rapid decrease in the
IκB protein level in alveolar macrophages. In contrast, no changes were observed in interstitial macrophages. Figure representative (up)
and mean of the intensities (down) of three independent experiments.

Figure 6. Different response between alveolar and interstitial,
macrophages in vitro. Alveolar and interstitial macrophages
obtained from a control animal showed different activation when
treated with bronchoalveolar lavage (BAL), obtained after induction
of pancreatitis. The results, normalized to GAPDH, are expressed
as increases over the control group and are the mean of three
different experiments. Expression of TNFα was induced by BAL only
in alveolar macrophages. ∗p < 0.05 versus control.

observed that this pathway became activated only in
alveolar macrophages. Activation of NF-κB in alveolar
macrophages during acute pancreatitis is not surpris-
ing, since severe acute pancreatitis also induces lung
inflammation. Clearly, soluble mediators are released
as a consequence of pancreatic damage and then
circulate into the bloodstream to activate NF-κB in
macrophages in distant organs. However, NF-κB acti-
vation was not observed in interstitial macrophages
(Figure 4), indicating that these effects are specific
to several cell populations. These results suggest that
alveolar macrophages are involved in the induction of
lung inflammation associated with acute pancreatitis,
while the interstitial macrophages seem to play a role in
the resolution of inflammation by activating the expres-
sion of anti-inflammatory mediators.

Under physiological conditions, alveolar and inter-
stitial macrophages showed clear differences in the
expression of different genes and in their responses
to several agents. A number of studies have suggested

that interstitial macrophages are actually an intermedi-
ary stage in the maturation of alveolar macrophages
[16]. These interstitial macrophages more closely
resemble the circulating monocytes than the alveolar
macrophages [17]. In addition, the two populations
of macrophages are located in different compartments
in the lung and, in consequence, are exposed to dif-
ferent microenvironments. To evaluate whether the
differences observed between alveolar and interstitial
macrophages during the progression of pancreatitis are
related only to its location, we purified both alveo-
lar and interstitial macrophages from a control ani-
mal and incubated these cells in vitro with the super-
natant of bronchoalveolar lavage obtained from ani-
mals with pancreatitis. The results indicate that this
stimulus induces the expression of TNFα in alve-
olar macrophages but has no effect on interstitial
macrophages (Figure 5). This finding suggests that the
different response observed during pancreatitis is not
only related to the particular location of alveolar and
interstitial macrophages.

Inhibition of the inflammatory response and the
induction of an M2 phenotype in macrophages are
strongly regulated by the activation of PPARγ [18,19].
This nuclear factor blocks the expression of inflam-
matory genes by interacting with NF-κB, as well as
inducing the expression of anti-inflammatory genes
such as IL-10 [20,21]. It has been reported that dele-
tion of PPARγ in alveolar macrophages results in a
Th1-like inflammatory response that is characterized
by cytokine generation similar to that in M1 inflam-
matory response [22]. Consequently, we measured the
expression and the activity of this nuclear factor in
both alveolar and interstitial macrophages (Figure 6).
We found an increase in the RNA expression of PPARγ

in interstitial macrophages, but no changes in alveo-
lar macrophages. This expression was observed in the
initial stages of pancreatitis and returned to control
values 24 h after induction. In addition, there was a
progressive increase in PPARγ DNA-binding activity
in nuclear extracts of interstitial macrophages, but not

Copyright © 2010 Pathological Society of Great Britain and Ireland. J Pathol 2011; 223: 417–424
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk www.thejournalofpathology.com



Lung macrophages in acute pancreatitis 423

Figure 7. PPARγ activation in interstitial macrophages. PPARγ expression was induced only in interstitial macrophages after induction of
pancreatitis (left). The results, normalized to GAPDH, are expressed as increases over the control group. Activation of PPARγ, evaluated
as DNA binding (right), was observed in interstitial macrophages and achieved significant values 24 h after pancreatitis induction. No
changes were observed in alveolar macrophages. ∗p < 0.05 versus control.

in alveolar macrophages. This increase was significant
only 24 h after pancreatitis induction.

There are several studies reporting that PPARγ

agonists attenuate the severity of acute pancreatitis
[23–25]; it has been claimed that the anti-inflammatory
effects of PPARγ cause these beneficial effects. How-
ever, our results indicate that, in addition to the direct
inhibition of inflammatory mediators, the induction of
a regulatory M2b phenotype in selected macrophage
populations could be an additional mechanism involved
in the protective effects observed after PPARγ agonist
administration.

In conclusion, our results indicate a clear difference
between alveolar and interstitial lung macrophages dur-
ing the progression of lung injury secondary to acute
pancreatitis. During the progression of acute pancre-
atitis, a polarized M1 macrophage population of alve-
olar macrophages could be responsible for the patho-
physiology of the disease, whereas the activation of
interstitial macrophages to the anti-inflammatory M2b
phenotype regulates the resolution of the process.
Imbalance between these two cell populations could
modify the severity of the pulmonary effects of acute
pancreatitis. Moreover, these differences between alve-
olar and interstitial macrophages need to be taken into
account when designing therapeutic strategies for the
treatment of acute lung injury.
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Release of inflammatory mediators by adipose tissue during acute 
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L’Obesitat I el metabolisme dels lípids s’associen amb la severitat de la 

pancreatitis aguda. La necrosi grassa apareix en la PA severa com a 

conseqüència de l’alliberament d’enzims lipolítics, però la seva funció en la 

progressió de la malaltia no està clara. En aquest estudi, hem examinat el 

paper del teixit adipós blanc com a generador de mediadors inflamatoris que 

poden promoure inflamació sistèmica en la pancreatitis aguda experimental 

induïda amb taurocolat sòdic en rates.  

Hem comparat l’efecte que té el teixit adipós blanc segons el seu origen sigui 

un animal control o d’un animal amb PA i si prové d’una zona no necròtica o 

d’una zona necròtica. 

S’ha determinat l’estat inflamatori mesurant l’expressió de citocines com TNF�, 

iNOS, adiponectina  i IL10. Per una altra banda, hem vist com afecta l’estat 

inflamatori del teixit adipós sobre macròfags peritoneals in vitro i si aquest teixit 

adipós inflamat allibera citocines a la circulació sistèmica.  

 

Amb les histologies podem observar un importat infiltrat inflamatori al voltant de 

les zones necròtiques i del teixit adipós. Els resultats mostren que en les zones 

necròtiques hi ha més expressió de TNF�, iNOS i una reducció en l’expressió 

de IL10, mentre que l’adiponectina mostra un increment moderat. In vitro, la 

necrosis grassa indueix una forta activació M1 en macròfags peritoneals. 

Finalment, el mesenteri amb necrosis grassa allibera al torrent circulatori més 

quantitat de TNF� amb comparació amb les zones no necròtiques del 

mesenteri. Tot plegat indica que el teixit adipós blanc contribueix a la generació 

de mediadors potencialment involucrats en la inducció de la desposta 

inflamatòria sistèmica. En particular, les  zones amb necrosis són importants 

alliberadors de mediadors inflamatoris. 
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Abstract
Obesity and lipid metabolism are associated with the severity of acute pancreatitis. Fat necrosis appears in the
severe acute pancreatitis as a consequence of the release of lipolytic enzymes, but its potential role on the
progression of the disease is unclear. In this study, we have examined the role of white adipose tissue as a source
of inflammatory mediators that can promote systemic inflammation during experimental taurocholate-induced
acute pancreatitis in rats. The inflammatory status and the expression of TNFα, iNOS, adiponectin and IL-10
were determined in necrotic and non-necrotic areas of adipose tissue. Samples of adipose tissue were also used
to induce the activation of macrophages in vitro. Finally, the release of TNFα to mesenterial vessels surrounded
by necrotic or non-necrotic fat was evaluated in ex vivo perfused mesenterium. A strong inflammatory infiltrate
was observed in the border between necrotic and non-necrotic areas of adipose tissue. In these areas, high
expression of TNFα and iNOS and a reduced expression of IL-10 were observed, while adiponectin showed only
a moderate increase. Necrotic fat strongly activates peritoneal macrophages in vitro. Mesenterial areas with
fat necrosis release to the vascular vessels significantly increased amounts of TNFα when compared to vessels
without necrosis. Altogether, these results indicate that adipose tissue inflammation is a process secondary to
acute pancreatitis but also contributes to the generation of mediators potentially involved in the induction of the
systemic inflammatory response. In particular, the areas of fat necrosis are important sources of inflammatory
mediators. Copyright © 2010 Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction

Acute pancreatitis is a substantial clinical problem with
a broad spectrum of severity. The majority of patients
show a mild, self-limited process, but 20% of patients
develop the severe form of acute pancreatitis with high
morbidity and mortality. This severe acute pancreati-
tis is characterized by the necrosis of pancreatic tissue
and surrounding areas, followed by a massive inflam-
matory reaction with infiltration of neutrophils and
macrophages. The extrapancreatic effects of this form
include systemic inflammation, disseminated fat necro-
sis, acute lung injury and shock [1].

It is already known that obesity is an independent
risk factor for a poor outcome in severe acute pan-
creatitis [2] but the intimate mechanism of this rela-
tionship remains unknown. It is known that obesity
per se could induce a pro-inflammatory state, and
it has been considered as a low-grade inflammatory
condition [3]. Consequently, increasing interest has

been extended to the secretory products of adipocytes
and it has been found that adipose tissues secrete
numerous cytokines that are referred to as adipokines
[4]. However, adipocytes are not the only source of
inflammatory cytokines. Adipose tissue macrophages
are suspected to play an important role in the onset
of inflammation [5], followed by an increase in the
recruitment of immune cells [6]. In this line, accumu-
lation of immune cells within the adipose tissue has
been demonstrated in mice models of obesity as well
as in human patients [7].

In the context of acute pancreatitis, disseminated fat
necrosis is a characteristic feature that appears in the
severe forms of the disease. Fat necrosis is considered a
consequence of the release of lipolytic enzymes from
a damaged pancreas [8]. This adipose tissue damage
could have an important effect on the activation of
resident macrophages and in the dynamics of immune
cells. This could be of particular relevance, since we
have recently reported that oxidized lipids generated
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during acute pancreatitis interferes with the regulation
of the macrophages promoting an exacerbation of the
inflammatory response [9].

It could be expected that fat necrosis promotes
a strong infiltration of leukocytes in damaged areas
of adipose tissue. In these conditions, the adipose
tissue could become an important source of pro-
inflammatory mediators participating in the progression
of local abdominal damage to the systemic inflamma-
tory response in the acute pancreatitis. Thus, it could
be argued that, in acute pancreatitis, inflammation in
adipose tissue could be involved in the worse prog-
nosis observed in obese patients. With this rationale,
we have undertaken studies to evaluate: (a) the inflam-
matory status in peritoneal white adipose tissue (WAT);
(b) its correlation with fat necrosis; and (c) the involve-
ment of these events on the generation of inflamma-
tory mediators that contribute to systemic inflammatory
response in severe acute pancreatitis.

Methods

Animals
Male Wistar rats, 250–300 g body weight (b.w.), were
used in all experiments (Charles River, France). The
animals were housed in a controlled environment, fed
with standard laboratory pelleted formula (A04; Pan-
lab, Barcelona, Spain) and tap water ad libitum. This
study conformed to European Community regulations
for the use of experimental animals and the institutional
committee of animal care and research approved it.

Animal model of acute pancreatitis
The animals (n = 6 each group) were anaesthetized
with an intraperitoneal (i.p.) administration of sodium
pentobarbital (50 mg/kg). The biliopancreatic duct was
cannulated through the duodenum and the hepatic duct
was closed by a small bulldog clamp. Pancreatitis was
induced by retrograde perfusion of 5% sodium tauro-
cholate (Sigma, St Louis, Missouri, USA) in a vol-
ume of 0.1 ml/100 g b.w., using a perfusion pump
(Harvard Instruments, Edenbridge, UK) [10]. Control
animals received an intraductal perfusion of saline
solution. Eighteen hours after induction, samples of
plasma, ascitic fluid, pancreas and necrotic as well as
non-necrotic peritoneal WAT were obtained, immedi-
ately frozen and stored at −80 ◦C until analysed. Tis-
sue samples were also obtained for histological study.
Finally, in some experiments, WAT tissue samples were
obtained, washed with sterile PBS and used for co-
culture experiments with macrophages.

Histological study
For histological studies, tissue samples were fixed in
10% neutral buffered formalin, paraplast-embedded,
cut into 5 μm thick sections and stained with haema-
toxylin and eosin (H&E) according to standard proce-
dures. The sections were evaluated by light microscopy.

Immunohistochemistry

Briefly, the sections were deparaffinized, rehydrated
and washed in PBS-TW, and then they were treated
with 2% hydrogen peroxide, blocked with 10% FBS
and incubated overnight at 4 ◦C with mouse mono-
clonal antibody against neutrophil elastase (Santa Cruz
Life Technologies), diluted 1/50. After that, sections
were sequentially incubated with biotinylated goat
anti-rabbit antibody (1 : 200; Sigma) and avidin–biotin
complex reaction (1 : 200, ABC Elite Kit, Vector Lab-
oratories) and developed with a solution of 0.025%
DAB in phosphate buffer, pH 7.4, and 0.005% H2O2.
The sections were dehydrated and mounted in DPX.

Rat peritoneal macrophages culture

Briefly, peritoneal macrophages were harvested by
peritoneal washes with PBS containing heparin. Cen-
trifuged cells were then suspended in RPMI1640 cul-
ture medium containing 10% fetal calf serum, 2 mM
glutamine, penicillin (100 U/ml) and streptomycin
(100 μg/ml). Aliquots of 500 000 cells were plated in
24-well plates and cultured at 37 ◦C under a gas phase
of air : CO2 (95 : 5) [11].

In vitro rat peritoneal macrophage activation

Peritoneal macrophages were incubated in presence of
tissue samples of WAT (70 mg/well) obtained from
control animals or from the necrotic areas present
after induction of pancreatitis. These necrotic sam-
ples included the border between necrotic and non-
necrotic tissue. There was no direct contact between
macrophages and tissue samples because the density
of the adipose tissue makes it float. After incubation,
tissue samples and culture medium were removed and
the RNA of macrophages was obtained to evaluate the
expression of TNFα. In additional experiments, WAT
tissue samples were incubated without macrophages for
24 h in order to measure the presence of inflamma-
tory mediators (NO and lipoperoxides) in conditioned
medium.

Mesenteric generation of inflammatory mediators

To evaluate the capacity of fat necrosis present in
mesentery to release inflammatory mediators to the
bloodstream, we designed an ex vivo experiment mea-
suring the TNFα released in different areas of mesen-
teric vascular perfusate. Small bowel was isolated; the
superior mesenteric artery was exposed, cannulated
with PE-50 tubing (Clay-Adams, UK) and immediately
perfused with 5 ml saline solution at 4 ◦C. Then, the
small bowel was removed and the mesenteric artery
was perfused with 10 ml saline solution for 1 h. Elu-
ent perfusate was collected from areas with or without
the presence of fat necrosis around the blood vessels
and the concentration of TNFα was evaluated.
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Assays
Myeloperoxidase

Myeloperoxidase (MPO) activity was measured pho-
tometrically with 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine as a
substrate. Tissue samples were homogenized with 0.5%
hexadecyltrimethylammonium bromide in 50 mM
phosphate buffer at pH 6.0. Homogenates were son-
icated and submitted to three cycles of snap-freezing
in dry ice and thawing. Finally, samples were incu-
bated at 60 ◦C for 2 h and then spun down at 4000 × g

for 12 min. The supernatants were collected for MPO
assay. Enzyme activity was assessed photometrically at
630 nm. The results are expressed as units (U) MPO
activity/g protein [11].

Nitrite generation

Generation of NO by WAT explants was determined
by measuring the nitrite concentration on the condi-
tioned medium by the Griess reaction [12].

Lipoperoxides

Lipid peroxidation was determined by the thiobar-
biturate reaction measuring the formation of thiobarbi-
turic acid-reacting substances (TBARS). For this pur-
pose, 1 ml trichloroacetic acid (20%) was added to
1 ml sample. After mixing and centrifuging, 0.5 ml
TBA solution in water was added to the supernatant
and boiled for 60 min. Optical density was recorded at
530 nm.

Lipase

Plasma lipase was determined by using commercial
turbidimetric assay kits from Randox (Antrim, UK),
according to the supplier’s specifications.

TNFα
TNFα concentration in conditioned medium and in
mesenteric perfusate was measured using a commercial
Kit for rat TNFα from BLK international (Badalona,
Spain), according to the supplier’s specifications.

RNA levels of inflammatory mediators

Total RNA from cells or tissue samples obtained at
the border between healthy and necrotic tissue were
extracted using the TRizol® reagent (Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA). The RNA was quantified by mea-
surement of the absorbance at 260 and 280 nm, using
a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop
Technologies, USA). cDNA was synthesized using the
iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad Laboratories, Her-
cules, CA, USA), and reverse transcription was then
performed on 1 μg RNA sample by adding iScript
reagents. The reaction was incubated at 25 ◦C for
5 min, 42 ◦C for 30 min and 85 ◦C for 5 min and then
stored at −80 ◦C.

Subsequent PCR amplification was performed in a
DNA Engine, Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad Labo-
ratories, CA, USA) using IQTM SYBR Green Super
mix and the correspondent rat primers: TNFα, for-
ward 5′-AACTCCCAGAAAAGCAAGCA-3′, reverse
5′-CGAGCAGGAATGAGAAGAGG-3′; iNOS for-
ward 5′-CTTGGAGCGAGTTGTGGATT-3′, reverse
5′-GGTGGGAGGGGTAGTGATG-3′; IL-10, forward
5′-CATCCGGGGTGACAATAA-3′, reverse 5′-TGTC
CAGCTGGTCCTTCT-3′; adiponectin, forward 5′-AA
CTTGTGCAGGTTGGATGG, reverse 5′-CCTGTCAT
TCCAGCATCTCC-3′; GAPDH, forward 5′-ATGACT
CTACCCACGGCAAG-3′, reverse 5′-GATCTCGCTC
CTGGAAGATG-3′.

Reactions were performed in duplicate and threshold
cycle values were normalized to GAPDH gene expres-
sion. The specificity of the products was determined by
melting curve analysis. The ratio of the relative expres-
sion of target genes to GAPDH was calculated by using
the �C(t) formula.

Statistical analysis
Data were expressed as mean ± SEM. Means of dif-
ferent groups were compared using a one-way analysis
of variance (ANOVA). Tukey’s multiple comparison
test was performed for evaluation of significant differ-
ences between groups. Differences were assumed to be
significant at p < 0.05.

Results

Pancreatic damage indicators
Eighteen hours after induction of pancreatitis, plasma
lipase activity increased significantly (Table 1). How-
ever, the highest levels of lipase were found in ascitic
fluid. In this compartment, the lipase concentration
was one order of magnitude superior to that present
in plasma.

The inflammatory response that occurs during acute
pancreatitis was also corroborated by measuring MPO
activity in pancreatic tissue and it was also significantly
increased (Table 1).

Inflammation of WAT
Evaluation of MPO activity in WAT indicates a small
but significant increase in non-necrotic areas of the
tissue after induction of acute pancreatitis (Figure 1).
However, MPO activity was highly increased when

Table 1. MPO activity (mU/mg prot) in pancreas and lipase activity
(U/l) in plasma and ascitic fluid, 18 h after pancreatitis induction

Control Pancreatitis

MPO (pancreas) 0.62 ± 0.10 1.32 ± 0.15∗

Lipase (plasma) 151 ± 61 2943 ± 346∗

Lipase (ascitic fluid) — 37509 ± 3150
∗ p < 0.05 versus control.

Copyright © 2010 Pathological Society of Great Britain and Ireland. J Pathol 2010; 221: 175–182
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Figure 1. MPO activity in non-necrotic (AP) and necrotic (AP +
necr.) WAT 18 h after induction of pancreatitis. ∗p < 0.05 versus
control; +, p < 0.05 versus AP.

measuring the necrotic areas of WAT, suggesting a
strong leukocyte infiltration in these areas.

Histological analysis confirmed the absence of
inflammation in control animals (Figure 2A) but
revealed a generalized presence of infiltrated inflamma-
tory cells around the adipocytes (Figure 2B) as well as
in the periphery of WAT (Figure 2C) during pancreati-
tis. Moreover, when necrotic areas of WAT were anal-
ysed, a dramatic accumulation of inflammatory cells
were observed in the border between necrotic and non-
necrotic adipose tissue areas (Figure 2D).

The multilobulated nucleus observed in the infil-
trated cells suggests that these cells were mainly neu-
trophiles. This has been confirmed by immunohisto-
chemistry, using an anti-neutrophil elastase antibody.
Infiltrated cells, in particular those in close vicinity to
the necrotic areas, stained positive for the elastase neu-
trophil antibody, as shown in Figure 3 (arrowheads).

Figure 3. Presence of neutrophiles in the infiltrated cells of WAT
after pancreatitis induction. (A) Immunostaining of neutrophil
elastase (arrowheads) could be observed in the border of necrotic
area (∗). Higher magnification (B) reveals the presence of positive
cells (arrows) between adipocytes.

Expression of inflammatory mediators in WAT

The next step was to quantify the expression of
inflammatory mediators in necrotic and non-necrotic
areas of WAT samples by RT–PCR (Figure 4). No

Figure 2. Histological analysis of WAT in control animals; (A) 18 h after pancreatitis induction (B, C) and in the border of the fat necrotic
area (D). Pancreatitis promotes the influx of inflammatory cells that is more evident in the peripheral areas of the tissue. Maximal
accumulation of inflammatory cells (arrow) was detected around the necrotic areas (∗).

Copyright © 2010 Pathological Society of Great Britain and Ireland. J Pathol 2010; 221: 175–182
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk www.thejournalofpathology.com
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Figure 4. Expression of inflammatory mediators in non-necrotic (AP) and necrotic (AP + necrosis) WAT 18 h after induction of pancreatitis.
∗p < 0.05 versus control; +, p < 0.05 versus AP.

Figure 5. Nitric oxide generation was measured as nitrite (A) and lipoperoxides measured as TBARS (B) released to conditioned medium
after 24 h incubation in non-necrotic (AP) and necrotic (AP + necr.) WAT obtained 18 h after induction of pancreatitis. ∗p < 0.05 versus
control; +, p < 0.05 versus AP.

significant changes in TNFα and iNOS were observed
in the non-necrotic areas of WAT after induction of
pancreatitis. By contrast, the expression of these two
genes was highly induced in the necrotic areas.

We also measured the changes in the anti-inflam-
matory mediators IL-10 and adiponectin. In non-
necrotic areas a moderate induction of the expres-
sion was observed in both mediators. By contrast, in
necrotic areas, IL-10 expression was strongly inhibited
while adiponectin remains induced (Figure 4).

Release of inflammatory mediators to conditioned
medium
To analyse the role of WAT as a source of inflammatory
mediators, we generated WAT-conditioned medium by
incubating tissue explants of WAT. Generation of nitric
oxide was measured in conditioned medium after 24 h

of incubation. The results indicated that NO generation
was increased in samples of acute pancreatitis when
compared to controls. However, as occurred with MPO
levels, the highest increase was observed in the necrotic
samples of WAT (Figure 5A). Similar results were
obtained when measuring the levels of lipoperoxides
released to conditioned medium (Figure 5B).

WAT-induced macrophage activation

To evaluate the direct effect of WAT on macrophages,
we incubated them in the presence of tissue explants
of WAT. In these conditions, the expression of TNFα

was strongly induced (Figure 6) in macrophages by the
presence of necrotic areas of WAT.

Copyright © 2010 Pathological Society of Great Britain and Ireland. J Pathol 2010; 221: 175–182
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Figure 6. Effect of WAT samples on peritoneal macrophages.
Induction of TNFα expression is significantly higher in necrotic
fat, compared to non-necrotic WAT. ∗p < 0.05 versus control.

Effect of fat necrosis on mesenteric release of TNFα

After pancreatitis induction, the mesenteric adipose
tissue shows areas of fat necrosis surrounding the
mesenteric vessels. For this reason, we have chosen
the mesentery for evaluation of fat necrosis’s ability to
release inflammatory mediators to the bloodstream.

Histological studies showed a remarkable presence
of inflammatory cells in areas of fat necrosis surround-
ing arteries (Figure 7D) or veins (Figure 7B). This
situation allows an easy access to the bloodstream of
mediators released by these inflammatory cells.

To confirm this possibility, we have also performed
an ex vivo experiment collecting the eluate from the
vessels from necrotic and non-necrotic areas of mesen-
terium. As shown in Figure 8, TNFα released to mesen-
teric vessels from necrotic areas achieved higher levels
than that observed from vessels of non-necrotic areas.

Figure 8. Levels of TNFα present in the eluate collected from
non-necrotic or necrotic areas of mesenterium. ∗p < 0.05 versus
non-necrotic.

Discussion

The results of the present study indicate that adipose
tissue plays an important role as a source of inflamma-
tory mediators in the severe forms of acute pancreatitis.
In particular, the necrotic areas of WAT could con-
tribute to the systemic inflammatory status observed
in these patients, due to its capacity to generate large
amounts of pro-inflammatory mediators (Figures 4, 5).

In pancreatitis, fat necrosis could be observed in
peripancreatic, mesenterial and retroperitoneal fat. This
process has been of interest for a long time and is
connected with the effect on fat cells of lipase, phos-
pholipase and other pancreatic enzymes [8]. However,
its influence on the progression of the disease remains
unclear.

We have recently demonstrated that free fatty acids,
released to ascitic fluid by the action of lipase on the

Figure 7. Perivascular infiltration in non-necrotic (A, C) and necrotic (B, D) mesenteric adipose tissue after pancreatitis induction. Note
the accumulation of infiltrated cells surrounding the artery (B) or the vein (D) close to the fat necrotic areas (∗).

Copyright © 2010 Pathological Society of Great Britain and Ireland. J Pathol 2010; 221: 175–182
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adipose tissue, interferes with the regulatory mecha-
nism in the inflammatory cells. Oxidized fatty acids
released during pancreatitis could act as antagonists
of nuclear receptor PPARγ, thus reducing the induc-
tion of anti-inflammatory mediators and promoting a
prolonged inflammatory status [9].

Consequently, it could be suspected that in areas of
fat necrosis, where the generation of free fatty acids
may be most important, the pro-inflammatory effects
of fat-derived mediators could be more evident. This
has been confirmed when measuring the inflammatory
infiltrate in areas of fat necrosis. Histological analysis
(Figures 2, 3) and MPO levels (Figure 1) revealed
increased inflammation in adipose tissue after the
induction of pancreatitis. This increase is particularly
notorious in the border between the necrotic and non-
necrotic areas, where the most dramatic increase of cell
infiltrate could be observed.

This cell recruitment is associated with the expres-
sion of inflammatory mediators. Analysis of RNA
expression (Figure 4) revealed a strong induction of
TNFα and iNOS in necrotic areas of WAT, concomi-
tant with a decrease in the expression of the anti-
inflammatory cytokine IL-10. Interestingly, in absence
of necrosis, there are no significant changes in the
expression of these inflammatory mediators and only
an increase in IL-10 could be observed, suggesting that
it is the necrosis of adipose tissue that triggers the
induction of the pro-inflammatory status. It is note-
worthy that the expression of these mediators was
observed in the areas with high numbers of inflamma-
tory cells. This suggests that these cells could be the
source of these mediators. In this line, when analysing
the expression of adiponectin (Figure 3), which is an
anti-inflammatory adipose cell-derived mediator [13],
it could be observed a different profile, with a signif-
icant increase in non-necrotic areas and a subsequent
increase in necrotic areas.

An important consequence of this inflammatory reac-
tion in necrotic areas of adipose tissue could be the
release of inflammatory mediators to the bloodstream.
This fact could contribute to the development of a sys-
temic inflammation associated with severe acute pan-
creatitis. To evaluate the ability of fat tissue to act as
a source of these mediators, we incubated samples of
WAT in culture medium for 24 h in order to obtain con-
ditioned medium and analysed the presence of lipoper-
oxides and nitric oxide (measured as nitrite). We also
measured the activation of cultured macrophages in
the presence of tissue samples of WAT. Again the
higher release of these mediators was observed when
the medium was conditioned with necrotic WAT sam-
ples (Figure 5). In addition, incubation of peritoneal
macrophages with WAT (Figure 6) results in the induc-
tion of TNFα expression only when the necrotic areas
of adipose tissue are present.

Taken together, these data indicate that adipose
tissue, and in particular the areas surrounding the
necrotic tissue, is an important source of inflammatory
mediators, with a potential role in the progression

of the systemic effects of acute pancreatitis. These
results help to explain the clinical observations that link
obesity with a worse prognostic of acute pancreatitis
[2]. The high volume of adipose tissue in obese patients
will result in increased areas that become sources of
inflammatory mediators. On the other hand, pancreatic
and mesenteric fat tissue were in close contact with
the vascular system and mediators generated in these
areas of fat necrosis could be easily released to the
bloodstream, thus contributing to the activation of
inflammatory cells in distant organs (Figure 7). It is
considered that the circulating mediators present in the
portal vein are mainly released by pancreatic tissue
[14], but our results suggest that fat necrosis could
be an important contributor to the release of these
mediators.

To evaluate this possibility we designed an ex vivo
experiment measuring the TNFα released in different
areas of mesenteric vascular perfusate. Under these
experimental conditions, pancreas was removed and
the only source of this cytokine was the mesenterium
and the fat surrounding it. This allowed us to measure
the differences between areas with or without necrosis.
The results showed that there is a significant increase
in TNFα present in the vascular eluate collected from
vessels with fat necrosis when compared with vessels
without evident necrosis (Figure 8). It is of importance
because inflammatory mediators released by these
areas will achieve the liver via the portal system,
resulting in the activation of hepatic macrophages [15]
and amplification of the inflammatory response [16].

In conclusion, our results indicate that fat necrosis
is not only a local inflammatory process, secondary to
acute pancreatitis, but contributes to the generation of
mediators potentially involved in the induction of the
systemic inflammatory response during severe acute
pancreatitis. This is due to the inflammatory reaction
in the adipose tissue, rather than a direct response of
adipocytes, and suggests that the control of fat inflam-
mation could be of interest in preventing the subse-
quent systemic effects of severe acute pancreatitis.
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Discussió 
 
En aquest treball ens hem plantejat que el tipus d’activació que presenten les 

diferents poblacions de macròfags pot ser un factor determinant en l’evolució 

de la malaltia cap a la forma lleu o la severa. És possible que actuant sobre els 

macròfags es pugui modificar la polaritat que presenten i amb això, modular el 

procés inflamatori sistèmic associat a la pancreatitis aguda.  

 

En aquesta tesi hem fet servir un model de PA severa experimental mitjançant 

l’administració intraductal de taurocolat sòdic al 5 % i ens hem centrat en els 

macròfags peritoneals i alveolars. Hem considerat aquestes poblacions de 

macròfags perquè els macròfags peritoneals estan en contacte directe amb el 

pàncrees i el líquid ascític associat a la PA mentre que els macròfags alveolars 

resulten interessants, ja que el pulmó és un dels òrgans més sensibles a 

aquesta malaltia. Respecte als períodes de temps triats, 3 h és suficient temps 

per a que, en aquest model, s’observin efectes sistèmics. A les 18 h la malaltia 

està ben establerta. Temps més llargs, amb aquest percentatge de taurocolat, 

implica una mortalitat molt alta en els animals. 

 

El primer dels objectius d’aquesta tesi va ser caracteritzar el fenotip que la 

pancreatitis aguda induïa en els macròfags. Així doncs, després d’induir 

pancreatitis vam obtenir mostres, de macròfags peritoneals i alveolars per 

veure l’activació que presentaven i mostres de sang i de diferents teixits 

(pàncrees, pulmó i teixit adipós) per mesurar el dany pancreàtic i els efectes 

sistèmics que indueix aquesta malaltia.  

  

Pel que fa a l’activació dels macròfags, hem observat que els macròfags 

peritoneals presenten una activació proinflamatòria o M1 al inici de la PA, 

reflectida en un increment en l’expressió de TNF� (marcador d’activació M1), 

mentre que no observem canvis en el receptor de la manosa (marcador 

d’activació M2). Aquest fenotip es manté fins 18 h després de la inducció de la 

malaltia. La reducció de l’expressió de TNF� entre aquest dos períodes de 

temps concorda amb la cinètica descrita per aquest gen en diferents 

experiments in vitro, quan els macròfags són estimulats amb mediadors 

proinflamatoris (Figura 12). El pic inicial de la generació de TNF� està seguit 

per l’expressió d’altres citocines com IL1�, iNOS, etc. (Abbas HK i cols 2002) 
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Figura 12: Cinètica de citocines. (Abbas HK i cols 2002) 

 

Aquest fenotip M1 era el que esperàvem, ja que els macròfags peritoneals 

estan en la cavitat peritoneal, en contacte directe amb els mediadors 

proinflamatoris alliberats pel teixit pancreàtic i el líquid ascític com enzims 

hidrolítics, citocines, radicals lliures d’oxiges i de nitrogen, etc.  

 

Hi ha treballs que descriuen la plasticitat del fenotip d’activació adquirit pels 

macròfags  i la seva capacitat per ser reprogramats per l’efecte de citocines M1 

i M2 (Wang Y i cols 2007; Zhang C i cols 2005). El següent pas va ser conèixer 

la capacitat d’aquestes cèl·lules amb fenotip proinflamatori o M1 per ser 

revertides a un fenotip antiinflamatori. 

 Això serà important cara a establir noves teràpies per aquesta malaltia. En 

aquest idea, hem avaluat aquesta possibilitat in vitro mitjançant el tractament 

de macròfags peritoneals activats durant la PA amb una barreja de IL4 i IL13. 

Aquestes citocines se sap que indueixen una activació alternativa (Wang Y i 

cols 2007). Els nostres resultats indiquen que aquest tractament amb IL4 i IL13 

canvia la polaritat induïda per la PA en els macròfags peritoneals, ja que en 

analitzar l’expressió dels gens d’activació vam observar una reducció en 

l’expressió de TNF� paral·lela al increment en l’expressió del receptor de la 

manosa. 

 

Un cop comprovat que es pot revertir la polaritat induïda per la PA en els 

macròfags peritoneals in vitro, vam intentar modular els macròfags peritoneals 

in vivo. En aquest experiment, vam administrar IL4 i IL13 intraperitonealment, 

una hora després de la inducció de la pancreatitis. Dos hores més tard vam 
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avaluar per una banda, l’activació dels macròfags peritoneals i, per altra, la 

progressió del procés inflamatori. Aquest període de temps sabem que és curt 

per aconseguir un fenotip M2, però la rapida progressió d’aquesta malaltia no 

ens permet prolongar el tractament. L’objectiu d’aquest experiment només era 

aconseguir una reducció en la intensitat de l’activació M1 que podria 

representar un decrement en la inflamació sistèmica. 

 

El tractament amb interleuquines una hora després de la inducció de la PA, no 

va modificar el fenotip dels macròfags peritoneals, ja que aquests continuaven 

amb el fenotip M1 similar al que van adquirir els macròfags peritoneals dels 

animals no tractats. Respecte l’efecte d’aquest tractament amb interleuquines 

sobre el dany pancreàtic i la inflamació sistèmica, els resultats no mostraven 

canvis ni en els nivells de lipasa en plasma, ni en la inflamació del pàncrees 

mesurada com MPO, que continuaven molt elevats. Per contra, els resultats 

van mostrar una reducció significativa de la inflamació en pulmó i en teixit 

adipós no relacionada amb l’activació dels macròfags. Està descrit que en 

models experimentals de malalties severes, la IL4 pot regular l’activació del 

complement (Zhang C i cols 2005) o la generació de IL 10 en pancreatitis 

crònica (Brock P i cols 2006). Alguns d’aquests efectes podrien explicar la 

reducció en la inflamació que hem observat en el nostre experiment.  

 

Sembla clar que el tractament amb interleuquines no és suficient per modular el 

fenotip M1 observat en els macròfags. Aquesta diferència entre els efectes 

observats in vivo i in vitro podrien explicar-se per l’acció de l’ambient 

proinflamatori generat per la pancreatitis en la cavitat peritoneal. Però també hi 

ha que tindre en compte l’efecte dels enzim hidrolítics que conté el líquid ascític 

sobre les citocines administrades. Per això, vam mesurar l’estabilitat de la IL4 

en líquid ascític i en plasma.  Els resultats mostraven que la interleuquina es 

degrada molt més ràpid en líquid ascític comparat amb el plasma, suggerint 

que els enzims hidrolítics efectivament degraden els tractaments 

intraperitoneals. Això suggereix que qualsevol tractament d’aquest tipus caldria 

fer-ho amb rentats previs per eliminar el líquid ascític.  
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Una altra població interessant per estudiar el seu fenotip van ser els macròfags 

pulmonars. Tot i que, habitualment es fan estudis sobre els macròfags 

alveolars, també s’ha descrit la presència dels macròfags intersticials; una altra 

població de macròfags al pulmó.  

 

Així doncs, vam fer un altre experiment, aquesta vegada al 3.5 % de taurocolat 

sòdic, per poder augmentar el temps d’evolució de la malaltia (3, 6 i 24 hores). 

Les inmunohistoquímiques ens van mostraven la diferent localització 

d’aquestes dues poblacions de macròfags i que el nombre d’aquestes cèl·lules 

augmentava amb la pancreatitis. 

 

Seguidament, vam posar apunt la tècnica per aïllar els macròfags intersticials. 

Treballar amb macròfags alveolars és relativament fàcil perquè amb rentats 

broncoalveolars es poden treure gran quantitat d’aquestes cèl·lules amb una 

puresa molt elevada, mentre que obtenir els macròfags intersticials implica 

digerir l’òrgan i seleccionar els macròfags intersticials primer amb un gradient 

de densitat i després per adhesió.  

 

A l’hora de caracteritzar aquests macròfags, vam ampliar el nombre de 

marcadors per definir millor la polaritat que adopten. L’activació clàssica o M1 

es caracteritza per presentar una inducció de mediadors proinflamatoris com el 

TNF�, la IL1�. Els macròfags activats alternativament (M2), són més difícils de 

classificar perquè aquesta activació indueix almenys 3 fenotips diferents 

solapats (M2a, M2b, M2c). En general, s’està utilitzant com a classificació 

consens la proposada per Mantovani al 2004. En aquesta classificació els 

macròfags estimulats per les citocines tipus IL4 i IL13 s’anomenen M2a, i es 

caracteritzen per induir l’expressió de molècules com el receptor de la manosa i 

l’arginasa-I i participar en processos de reparació i remodelació de teixits. 

D’altra banda, els macròfags activats per immunocomplexes i alguns lligands 

dels TLR reben el nom de M2b. Aquests macròfags participen en processos 

relacionats amb al·lèrgies, asma i processos en defensa contra patògens 

extracel·lulars. Finalment, els macròfags activats per la presència de IL10, 

glucocorticoides i TGF�, són els M2c i tenen induïda l’expressió de gens com la 

IL10 i el CD 163, entre d’altres. Aquests macròfags participen en processos de 
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inmunoregulació, inhibint o bloquejant l’activació clàssica o M1. (Mantovani A i 

cols 2004). 

 

Aquesta falta de consens en la nomenclatura fa que a la literatura es trobin 

diferents noms per al mateix fenotip. Nosaltres mateix, al manuscrit del primer 

article vam denominar M2b als macròfags que segons Mantovani serien els 

M2c. 

 

Treballs anteriors del grup descriuen que durant la pancreatitis els macròfags 

alveolars  generen gran quantitat de mediadors inflamatoris (TNF�, ON, RLO, 

etc) (Closa D i cols 1999). L’alliberament d’aquests mediadors ja suggeria que 

aquests cèl·lules adquireixen un fenotip M1 o proinflamatori, cosa que esperem 

durant el dany pulmonar associat a la pancreatitis. Els nostres resultats, 

efectivament han confirmat que els macròfags alveolars mostren una activació 

caracteritzada per l’expressió de mediadors proinflamatoris com el TNF� i la 

IL1�, característic d’un fenotip M1 i estan associats amb la progressió de la 

resposta inflamatòria. Aquesta expressió comença al inici però no es mante 

durant molt de temps; ja que l’expressió d’aquests marcadors torna a valors de 

control a les 24 hores de la inducció de la PA. Per una altra banda, hem trobat 

una resposta completament diferent en els macròfags intersticials. En aquestes 

cèl·lules hem observat l’adquisició d’un fenotip regulador o M2c durant la 

progressió de la PA. En aquest cas, l’expressió de CD163 i de IL10 estaven 

induïts 24 h després de començar la malaltia. 

 

L’expressió de mediadors inflamatoris com el TNF� i la IL1� en macròfags 

alveolars però no en els macròfags intersticials suggereix que la via de NF-�B 

en aquestes poblacions cel·lulars està activada de diferent manera. Hem 

avaluat aquesta activació mesurant la degradació de la proteïna I�B-� i hem 

pogut observar que NF-�B està activat sols en macròfags alveolars. Aquest 

resultat reforça la idea de que els mediadors solubles alliberats com a 

conseqüència del dany pancreàtic a la circulació sanguínia, activen NF-�B en 

òrgans a distancia. Tot i això, NF-�B no està activat en els macròfags 

intersticials, indicant que aquests efectes són específics de diferents poblacions 

cel·lulars.  
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Tot plegat suggereix que els macròfags alveolars estan involucrats en la 

inducció de la inflamació pulmonar associada a la PA, mentre que els 

macròfags intersticials podrien estar implicats en la posterior resolució de la 

inflamació, induïnt l’expressió de mediadors antiinflamatoris. 

 

Sota aquests condicions patològiques, els macròfags alveolars i els intersticials 

mostren clares diferències en l’expressió de diferents gens i en la seva 

resposta a diferents agents. Hi ha estudis que proposen que els macròfags 

intersticials són actualment un estat intermig en la maduració dels macròfags 

alveolars (Sebring RJ i cols 1992). Aquests macròfags intersticials se semblen 

més als monòcits de la sang que als macròfags alveolars (Dethloff LA i cols 

1988). A més a més, les dues poblacions de macròfags estan localitzades en 

diferents compartiments dins del pulmó i, en conseqüència, estan exposats a 

diferents microambients.  

 

Per avaluar si les diferències observades entre els macròfags alveolars i 

intersticials durant la progressió de la PA estan associades a la localització o 

són dues poblacions diferents, vam aïllar les dues poblacions de macròfags 

alveolars i intersticials, i vam incubar aquestes cèl·lules in vitro amb un únic 

estímul: el sobrenedant d’un rentat broncoalveolars d’un animal amb 

pancreatitis. En aquestes condicions s’indueix l’expressió de TNF� en els 

macròfags alveolars però no té aquest efecte  en els macròfags intersticials. El 

fet de tenir un efecte diferent en resposta a un mateix estímul i sota les 

mateixes condicions suggereix que la resposta observada durant la PA no està 

únicament associada a la localització dels macròfags alveolars i intersticials, 

sinó que respon al fet de ser dues poblacions amb característiques 

diferenciades. 

 

La inhibició de la resposta inflamatòria i la inducció d’un fenotip M2 en 

macròfags està regulada per l’activació de PPAR� (Ricote M i cols 1998; 

Odegaard JI i cols 2007). Aquest factor nuclear bloqueja l’expressió de gens 

proinflamatoris bloquejant NF-�B i induint l’expressió de gens antiinflamatoris 

com la IL10 (Delerive P i cols 1994; Thompson PW i cols 2007). S’ha descrit 
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que la deleció de PPAR� en macròfags alveolars genera una resposta M1 

caracteritzada per la generació de citocines similar a la resposta inflamatòria 

M1 (Malur A i cols 2009). Per veure si una inhibició de l’activitat PPAR� és la 

via implicada en el fenotip M1 que adopten els macròfags alveolars, vam 

mesurar l’expressió d’aquest factor nuclear en aquestes poblacions de 

macròfags. Vam trobar un increment en l’expressió de PPAR� en macròfags 

intersticials, però no vam observar canvis en els macròfags alveolars. Aquesta 

expressió s’observava al inici de la PA i tornava a nivells control 24 h després 

de la inducció. A més a més, hi havia un increment progressiu en la unió al 

DNA per part del PPAR� en extractes nuclears de macròfags intersticials, 

mentre que no trobem diferències en els extractes nuclears dels macròfags 

alveolars. Aquest increment és significatiu sols 24 h després de la inducció. 

 

Els nostres resultats van mostrar una clara diferència entre els macròfags 

alveolars i els intersticials durant la progressió de la lesió pulmonar associat a 

la PA. Durant la progressió de la PA, els macròfags alveolars presenten un 

fenotip M1 que podria ser el responsable de la patologia pulmonar associada a 

aquesta malaltia, mentre que els macròfags intersticials presenten un fenotip 

M2c antiinflamatori que regularia la resolució del procés. El balanç entre 

aquestes dues poblacions cel·lulars podria modificar la severitat dels efectes 

pulmonars de la PA. Així doncs, aquestes diferències entre els macròfags 

alveolars i els intersticials podrien ser una possible diana terapèutica per al 

tractament del dany pulmonar associat a la PA.  

 

Un altre objectiu que ens vam plantejar va ser, determinar els possibles 

mediadors implicats en la polaritat dels macròfags durant la PA. Treballs 

anteriors del grup, descriuen que els mediadors lipídics presents en el líquid 

ascític associat a la pancreatitis poden activar els macròfags. D’altra banda, la 

necrosi del teixit adipós blanc característica de la pancreatitis aguda, apareix 

com a conseqüència de l’alliberament d’enzims lipolítics. En aquest estudi es 

va avaluar el paper que té el teixit adipós com a font de mediadors inflamatoris 

durant la pancreatitis induïda amb taurocolat en rates.   
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Així doncs, després d’induir PA, vam obtenir mostres de teixit adipós blanc 

d’animals control i teixit adipós blanc d’animals amb PA diferenciant entre les 

zones sense necrosi i zones amb necrosi. Vam avaluar l’estat inflamatori 

d’aquests teixits mesurant l’activitat MPO,  NO2
-
 i MDA. Els resultats van 

mostrar un increment en aquests paràmetres inflamatoris en el teixit adipós 

provinent de pancreatitis que s’intensifica quan la zona està necròtica. Això 

coincideix amb una infiltració de leucocits més important en les zones 

necròtiques, que observàvem en les histologies. 

 

També vam analitzar per PCR a temps real, l’expressió de diferents gens en 

zones necròtiques i no necròtiques del teixit adipós. Vam observar que hi havia 

una forta expressió de gens proinflamatoris (TNF�, iNOS), una reducció de 

gens antiinflamatoris (IL10) i un increment moderat dels nivells de mRNA de 

l’adiponectina respecte al teixit adipós provinent de rates control. 

 

Un cop vam veure que el teixit adipós estava inflamat i que té la capacitat de 

generar mediadors proinflamatoris, caldria veure si aquests mediadors realment 

activen els macròfags. Vam incubar macrofags peritoneals de rata basal amb 

un medi condicionat fet amb extractes de TAB basal, TAB d’una rata amb 

pancreatitis sense necrosi i TAB d’una zona amb necrosi. El resultat indicava 

que macròfags peritoneals basals incubats amb medi condicionat provinent 

d’un explant d’una zona sense necrosis presentaven una inducció del TNF�, 

característic d’un fenotip M1 proinflamatori. Aquesta inducció del TNF� era molt 

més intesa quan el medi condicionat provenia d’un explant d’una zona amb 

necrosis 

 

Totes aquestes dades indiquen que, el teixit adipós, i en particular la zona al 

voltant de la necrosi, és una font de mediadors inflamatoris amb un possible 

paper en la progressió dels efectes sistèmics associats a aquesta malaltia. 

Aquest resultats podrien ajudar a explicar les observacions clíniques que 

relacionen l’obesitat amb un factor de mal pronòstic en la PA.  
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Per una altra banda, hi ha zones del teixit adipós peripancreàtic i mesentèric 

que estan en íntim contacte amb el sistema vascular. En aquestes zones, quan 

apareix necrosi grassa, el TAB podria alliberar fàcilment mediadors al torrent 

circulatori i contribuir a l’activació de cèl·lules inflamatòries en òrgans distants. 

 

Per avaluar aquesta possibilitat, vam dissenyar un experiment ex vivo, 

mesurant el TNF� alliberat en diferents zones (necròtiques i no necròtiques) del 

teixit mesentèric vascular. A les 6 h d’haver induït PA, vam treure el paquet 

intestinal i vam seleccionar zones del mesentèric amb necrosi i sense. Després 

vam canular la vena mesentèrica i vam perfondre aquesta zona amb sèrum 

fisiològic. Vam treure el intestí i vam recollir l’eluat en diferents tubs, 

diferenciant entre vasos amb necrosis i sense. Al final, vam mesurar el TNF� 

com a exemple de mediador inflamatori. Els resultats mostraven un increment 

significatiu dels nivells de TNF� en els eluats vasculars de zones amb necrosi 

comparat amb zones no necròtiques. Aquest resultats són importants per 

confirmar que el TAB afectivament allibera mediadors al torrent circulatori. 

Aquests mediadors proinflamatoris poden arribar al fetge via vena porta (Folch 

E i cols 2000), activant les cèl·lules de Kupffer (macròfags hepàtics) i amplificar 

la resposta inflamatoria (Gloor B i cols 2000). 

 

Aquests resultats indiquen que la necrosi grassa no sols és un procés 

inflamatori local, secundari a la PA, sinó que pot contribuir a la generació de 

mediadors potencialment involucrats en la inducció de la resposta inflamatòria 

sistèmica durant la PA severa. En aquest senti, controlar la inflamació del teixit 

adipós podria ser molt important per previndre el subseqüent efecte sistèmic de 

la pancreatitis aguda severa. 
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Conclusions 
 

-  Els macròfags pertoneals adopten una activació proinflamatoria al principi 

de la PA. Aquests macròfags poden ser reprogramats in vitro cap a un 

fenotip M2 o antiinflamatori, encara que in vivo, aquest tractament no és 

suficient per revertir el fenotip. Aquesta falta d’efecte sembla estar 

relacionada amb la degradació de les interleuquines per l’acció de líquid 

ascític present en la cavitat peritoneal. 

 

- Al pulmó, els macròfags alveolars adopten un fenotip M1 regit per l’activació 

de la via de NF-�B, al principi de la malaltia, mentre que els macròfags 

intersticials mostren l’adquisició d’una polaritat reguladora o M2c més bé 

cap al final de la progressió de la PA, associada a l’activació de la via de 

PPAR�. Aquestes dades suggereixen que els macròfags alveolars estan 

involucrats en la inducció de la inflamació associat a la PA, mentre que els 

macròfags intersticials pareixen estar implicats en la resolució de la 

inflamació, induïnt l’expressió de mediadors antiinflamatoris. 

 

- La necrosi grassa no és unicament un procés inflamatori local, secundari a 

la PA, sinó que  contribueix a la generació de mediadors que activen als 

macròfags i que estan potencialment involucrats en la inducció de la 

resposta inflamatòria sistèmica durant la PA severa. 
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