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RESUMEN

La pancreatitis necrótica aguda (PA) produce, en casos graves, una severa ne-
crosis a nivel local, múltiples complicaciones sistémicas y elevada mortalidad. En
este trabajo hemos analizado el complejo y ordenado perfil temporal de expresión
de los genes más importantes relacionados con el inicio de la PA inducida por
taurocolato en rata. Entre éstos se incluyen genes que codifican factores de trans-
cripción (como egr-1), rutas de señalización intracelular, moléculas de adhesión
(como icam-1), citoquinas (como tnfα) y genes de estrés oxidativo. El análisis de
los mecanismos epigenéticos de regulación en tres genes modelo (egr-1, icam-1y
tnfα) muestra la intervención de diferentes factores de transcripción pro-inflama-
torios (EGR-1, ATF-2, NF-κB, C/EBPβ o SP1), la unión de los complejos HAT (CBP)
y liberación de complejos HDAC (HDAC1/2-Sin3A-) y la modificación de residuos
específicos de histonas (H3K9ac, H3K14ac, H4K5ac y H3K4me3). Por otra parte,
el estudio del mecanismo de acción del potencial fármaco terapéutico pentoxifili-
na mostró que su efecto beneficioso puede ser producido, en parte, por represión
de diversos genes, en especial egr-1, icam-1 y tnfα, regulando la unión a sus pro-
motores de factores transcripcionales pro-inflamatorios (NF-κB, SP1, C/EBPβ y
EGR-1) y la inhibición de las rutas de señalización de ERK1/2 y JNK1/2 implicadas
en la activación de estos genes. Estos resultados avalan el posible uso terapéutico
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de la pentoxifilina en las fases iniciales de la PA, o como tratamiento preventivo,
al bloquear los estímulos pro-inflamatorios característicos de la PA.

Palabras clave: ChIP.—HAT/HDAC.—Cromatina.—Modificación de histonas.—
Inflamación.

ABSTRACT

Epigenetic regulation during acute necrotic pancreatitis.

The acute necrotic pancreatitis (AP) produces, in serious clinical cases, a severe
local necrosis, develops several systemic complications and elevate mortality. In
the present work we analysed the complex and ordered temporal profile of gene
expression of the most important genes related with the initiation of AP induced
by taurocholate in rat. They include genes coding for transcriptional factors (f.i.
egr-1), intracellular signalling network, adhesion molecules (f.i. icam-1), cytokines
(f.i. tnfα) and oxidative stress genes. The analysis of regulation epigenetic
mechanisms in three model genes (egr-1, icam-1y tnfα) showed the involvement of
different pro-inflammatory transcriptional factors (EGR-1, ATF-2, NF-κB, C/EBPβ
or SP1), binding of HAT complexes (CBP) and release of HDAC complexes (HDAC1/
2-Sin3A-) and site-specific histone modification (H3K9ac, H3K14ac, H4K5ac y
H3K4me3). Furthermore, the study of the mechanism of action of the potentially
pharmacological agent pentoxyfiline showed that beneficial effect may be produced,
at least partially, by repression of different genes, specially egr-1, icam-1 and tnfα,
throughout regulation of pro-inflammatory transcriptional factors binding (NF-κB,
SP1, C/EBPβ or EGR-1) and inhibition of signalling network ERK1/2 and JNK1/2
involved in the activation of those genes. The results support the potential
therapeutic use of pentoxyfilline in the initial phases of AP, or as preventive
treatment, since it blocks the pro-inflammatory stimulus generated in AP.

Key words: ChIP.—HAT/HDAC.—Chromatin.—Histone modification.—
Inflammation.

INTRODUCCIÓN

La pancreatitis aguda (PA) es una enfermedad cuya incidencia se
ha incrementado notablemente durante las últimas décadas. Hoy en
día implica alrededor del 3% de los pacientes ingresados en los gran-
des hospitales, presentando una importante tasa de complicacio-
nes y, lo que es más importante, una mortalidad considerable (1). A
pesar de que existen diferentes hipótesis acerca de los sucesos tem-
pranos en la PA, hoy en día se acepta que el principal desencadenan-
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te es el daño y la eventual muerte de las células pancreáticas. Esto
implica la activación de mediadores de la inflamación que activan
la respuesta inflamatoria local y en un porcentaje de los pacientes
desencadena el síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS)
y, si éste persiste, el síndrome de disfunción multiorgánica (MODS).

Ensayos clínicos en humanos han permitido estudiar estos me-
diadores de la inflamación, clasificándose en: componentes celulares
(macrófagos, neutrófilos, células endoteliales, etc.), mediadores de
origen celular (citoquinas, estrés oxidativo, etc.) y de origen humoral
(complemento, etc.) (2). Los mediadores de la inflamación serían el
nexo de unión entre la lesión local del páncreas y los efectos sisté-
micos descritos en la PA, igual que en otros procesos de inflamación
sistémica como la sepsis, grandes quemados, etc. Entre los procesos
que regulan los macrófagos, neutrófilos y células endoteliales se
encuentran la activación de diferentes células inmunológicas, libera-
ción de gran cantidad de mediadores proinflamatorios (TNFα, IL-1β
y IL-6) que extienden y amplifican la señal inflamatoria (3).

Gran parte de las investigaciones indican que la severidad de la
pancreatitis y la afectación pulmonar resultan de un desequilibrio
entre los mediadores pro-inflamatorios y los anti-inflamatorios (4).
Entre los principales mediadores pro-inflamatorios destacan las ci-
toquinas TNFα, IL-1β, IL-6 y el factor activador de plaquetas (PAF).
Por otro lado, los mediadores anti-inflamatorios son esencialmente
IL-10, IL-4. Desafortunadamente, a pesar de las evidencias que indi-
can un papel principal de las citoquinas en el desarrollo de la PA, la
inhibición de estas moléculas en diversos ensayos clínicos han pro-
porcionado resultados desesperanzadores.

En la última década, el conocimiento de los mecanismos mole-
culares epigenéticos de la regulación génica se ha erigido como un
campo de investigación cuyo desarrollo puede conducir a la apari-
ción de nuevas estrategias terapéuticas para paliar ciertos proce-
sos patológicos. La PA se caracteriza, en sus etapas iniciales, por el
desarrollo de un poco conocido programa de regulación de la expre-
sión génica que pone en marcha la respuesta inflamatoria local y
sistémica. Sin embargo, un análisis detallado de los mecanismos
epigenéticos que gobiernan estas etapas iniciales de la PA no ha sido
llevado a cabo hasta la fecha.
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Este trabajo ha consistido justamente en intentar conocer los
mecanismos moleculares implicados en la regulación de la expresión
génica durante la PA y el análisis del posible mecanismo de acción
de un potencial agente terapéutico para la PA, la pentoxifilina.

MATERIALES Y MÉTODOS

1. Animales de experimentación

Los animales de experimentación utilizados en este trabajo fueron
ratas Wistar macho jóvenes de 250 a 350 g de peso corporal. El mode-
lo de pancreatitis aguda necrótica utilizado ha sido el de infusión re-
trógrada de taurocolato sódico al 3,5% (Sigma) a un ritmo de 0,1 mL/
100 g de peso del animal durante un minuto. Para el grupo de anima-
les tratados con pentoxifilina, ésta se administra mediante perfusión
intravenosa inmediatamente después de la inducción con taurocola-
to. Para el grupo SHAM se administra suero fisiológico (NaCl al 0,9%).
La manipulación de los animales y los protocolos de experimentación
han sido realizados de acuerdo con los criterios resaltados por la
«Guía para el cuidado de animales de experimentación» (Nacional
Intitules of Health, publicación 86-23 revisada 1985).

2. Inmunoprecipitación de fragmentos de cromatina (ChIP)

Este método fue adaptado a nuestro tejido a partir del protocolo
descrito por Borras et al. (5) y Sandoval et al. (6). De forma resumi-
da, las muestras de tejido pancreático, aisladas de la región de la
cabeza del páncreas, se entrecruzan en formaldehído al 1% durante
10 minutos. La reacción se detiene por adición de glicina a una
concentración final de 0,125M. A continuación se aísla la cromatina
y se fragmenta por sonicación hasta obtener un rango de distribu-
ción de tamaños de cromatina desde 400 pb a 600 pb. La muestra,
con aproximadamente 50 μg de DNA para cada inmunoprecipita-
ción, se incuba con 30 μL de proteína A+G-sefarosa prebloqueada, y
posteriormente se incuban durante 16 horas con el anticuerpo co-
rrespondiente, excepto una muestra que es tratada de forma similar
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a la que no se le añade anticuerpo (No Ab). A continuación, las
muestras se incuban con 50 μL de proteína A+G-sefarosa, se lava y
se desentrecruza durante toda la noche. Por último se purifica el
DNA con el PCR purification Kit (Quiagen) de acuerdo con las ins-
trucciones del fabricante y se almacena a –20º C hasta su análisis
por PCR. Los oligonucleótidos usados para las PCR fueron: egr1
(promotor): 5’-GTAGAACCCCGGCCTGACTC-3 y 5’-AGGCTCCT-
GGAGTTCCCAGC-3’; egr1 (zona codificable): 5’-CTTGCCCTGTTGAG-
TCCTGC-3’ y 5’-CACAGGCAAAAGGCTTCTCG-3’; icam1 (promotor):
5’-GGGATGGCCGTCCTGACTA-3’ y 5’-GCCACTTTCCCGGAAACCT-3’;
icam1 (zona codificable): 5’-TGTCGGTGCTCAGGTATCCA-3’ y 5’-TT-
CACCTGCACGGATCCA-3’; tnfα (promotor): 5’-GGTGAGGACGGAGA-
GGAGATT-3’ y 5’-TGGGAGTTAGTACCAGGGTGTTC-3’; tnfα (zona
codificable): 5’-CAGCCGATTTGCCATTTCAT-3’ y 5’-TCCTTAGGGCA-
AGGGCTCTT-3’; β-actina (promotor): 5’-GCCGTTCCGAAATTGCCT-
3’ y 5’-ACGTCCCTGCTTACCTGGTG-3’; β-actina (zona codificable):
5’-AGAGCAAGAGAGGCATCCTG-3’ y 5’-GGGTCATCTTTTCACGGTT-
GG-3’; α-actina (promotor): 5’-AGGGACTCTAGTGCCCAACACC-3’ y
5’-CCCACCTCCACCCTACCTGC-3’; α-actina (zona codificable): 5’-
AGGATTCCTACGTGGGCGAC-3’ y 5’-AGAGAGACAGCACCGCCTG-3’;
Región intergénica 5’-TGCCGGTTATCACTCTCTCATGC-3’ 5’-GGT-
CTTGGTTCAGTCTTCACATGC-3’.

3. Aislamiento y análisis de RNA

La extracción de RNA total de tejido pancreático se realizó utili-
zando RNA later (Ambion) cuya función es estabilizar el RNA. La
extracción total de RNA se lleva a cabo mediante el Kit mini RNA
total extraction (Quiagen) según las indicaciones del fabricante. El
cDNA de las muestras se amplifica por PCR utilizando los oligo-
nucleótidos de la región codificable de los genes de interés. Las
reacciones de PCR cuantitativo en tiempo real de las muestras de
cDNA se realizaron en termociclador ABI GeneAmp 7000 Sequence
Detection System (Perkin-Elmer, Applied Biosystems) usando como
agente fluorescente Syber Green PCR Master Mix (PE Applied Biosys-
tems). Cada reacción se llevó a cabo por triplicado y las curvas de
fusión se construyeron mediante el programa Dissociation Curves
software (Applied Biosystems), para asegurar que sólo se amplifica
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un único producto de PCR. Como control de carga se analiza el gen
rRNA 18S.

RESULTADOS

1. Rastreo de genes diana

El estudio de los mecanismos de regulación génica durante la PA
se ha iniciado con un rastreo y la selección de los genes potencialmen-
te implicados en este proceso patológico. Estudios previos con mi-
croarrays procedentes de dos grupos independientes (7-8), y un estu-
dio detallado en nuestro laboratorio de la cinética de expresión de
gran cantidad genes (datos no mostrados), evidenciaron la existencia
de diferentes patrones de expresión temporales para los genes estudia-
dos. En base a su implicación en la PA demostrada por estudios con
ratones knock out (8-9), a su perfil temporal y grado de expresión
hemos seleccionado, para estudiar los mecanismos epigenéticos de
regulación, los genes egr-1 (early growth response gene) (8) como ejem-
plo de genes inmediato-tempranos, icam-1 (intercelular adhesion mo-
lecule 1) (10) como ejemplo de genes tempranos, y tnf-α (tumor necro-
sis factor α) (9) como ejemplo de genes tardíos.

2. Estudio de las modificaciones de histonas

Entre los mecanismos epigenéticos de regulación de la actividad
de la cromatina destaca el de las modificaciones postraduccionales
de las histonas. Así pues, se caracterizó el patrón de modificacio-
nes de las histonas en los promotores de los genes seleccionados
y se correlacionó con la activación transcripcional durante la PA.
Se seleccionaron para este estudio anticuerpos asociados a acti-
vación transcripcional, y en algún caso a represión en mamífe-
ros. Fundamentalmente se ha analizado las acetilaciones de las his-
tonas (anticuerpos α-H3K9ac, α-H3K14ac, α-H3K18ac, α-H3K23ac,
α-H3K27ac, α-H4K5ac, α-H4K8ac y α-H4K16ac), algunas metilacio-
nes (α-H3K4me2, α-H3K4me3, α-H3K9me2 y α-H3R17me2) y la fosfori-
lación de la ser10 de H3 (α-H3S10ph-K14ac) implicadas todas ellas en
la regulación transcripcional.
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En la Figura 1 se evalúan mediante ChIP las variaciones en las
modificaciones de histonas en los promotores de egr-1, icam-1 y tnf-α
y del gen de la α-actina como control negativo. Adicionalmente, se
analizó el patrón de modificación de histonas en una región intergé-
nica que no mostraría alteración durante la inducción de la PA.

FIGURA 1. Modificaciones postraduccionales de las histonas en los
promotores de egr-1, icam-1 y tnf-α. Las muestras de cromatina entrecruzada a
los tiempos indicados de inducción de PA fueron procesadas e inmunoprecipitadas

con los anticuerpos: α-H3K14ac, α-H3K27ac, α-H3R17me2, α-H3K9me2,
α-H4K16ac, α-H3S10Ph -K14ac, α-H3K4me3, α-H3K4me2, α-H3K23ac, α-H3K9ac,

α-H3K18ac, α-H4K8ac, α-H4K5ac, α-H3K27ac y sus controles sin anticuerpo (NA)
correspondientes. Las muestras Input e inmunoprecipitadas (IP) fueron analizadas
por PCR utilizando oligonucleótidos de los promotores de los genes analizados. El
gen de la α-actina y una región intergénica se utilizan como controles negativos.

Una visión general de los datos de modificaciones de histonas in-
dica que la totalidad de los genes seleccionados muestran la existen-
cia e incremento de las marcas asociadas a activación transcripcional
durante la PA. En concreto, se puede correlacionar la inducción géni-
ca con el enriquecimiento de las marcas específicas, como H3K4me3,
H3K9ac H4K5ac o H4K8ac (12-14). Por otro lado, la marca asociada
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a represión transcripcional y heterocromatina, la dimetilación de la
lisina 9 en H3 (H3K9me2) (15) está ausente en los genes selecciona-
dos. Estos datos implican que la cromatina de estos genes no se en-
cuentra en una estructura de heterocromatina, sino en una estructura
compatible con la de genes potencialmente activos capaces de respon-
der rápidamente a un estímulo como la propia PA.

3. Unión de complejos modificadores de la cromatina

Los complejos HAT y HDAC son las enzimas encargadas de
modular el nivel de acetilación en las histonas actuando en general
como activadores (HAT) o inhibidores (HDAC) de la expresión géni-
ca. En este trabajo se ha analizado el coactivador transcripcional
CBP que posee actividad HAT, y un complejo con actividad HDAC,
denominado Sin3A que media en la represión de diferentes contex-
tos transcripcionales (16).

Para conocer la posible implicación de CBP y Sin3A en la regu-
lación transcripcional de los genes en nuestro modelo, se estudió la
unión de estos complejos a los promotores de los genes estudiados
a tiempos de 0, 1, 3 y 6 horas tras la inducción de la PA (Figura 2).
Los perfiles de unión del coactivador CBP coinciden de modo nota-
ble con el correspondiente perfil temporal (inmediato-temprano, tem-
prano o tardío) de expresión de cada gen. Por su parte, el complejo
sin3A no se encuentra unido en ninguno de los promotores estudia-
dos a excepción del gen icam-1 en donde su patrón de unión es in-
verso al de CBP, aumentando así el nivel de acetilación en el promo-
tor y activando el gen.

4. Unión de factores transcripcionales

Un análisis bioinformático TRANSFAC (datos no mostrados)
permitió identificar los sitios de unión potenciales para factores
transcripcionales en los promotores de los genes seleccionados. El
promotor de egr-1 de rata presenta elementos de respuesta al suero
(SRE), cuya funcionalidad depende de los factores transcripcionales
SRF y ELK-1, un sitio de respuesta a AMP cíclico (CRE) al que se
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une el factor CREB, así como sitios para NF-κB y Sp1. Es de desta-
car la presencia de sitios de unión para el propio EGR-1 solapantes
con los de SP1 (17). En cuanto al promotor del gen icam-1, la fun-
cionalidad de algunos de los sitios de unión ha sido destacada en
modelos biológicos diferentes al de rata. Así, se ha demostrado en
humanos que los elementos de respuesta a las citoquinas pro-infla-
matorias se encuentran en el promotor en una región próxima al
inicio de transcripción (18). En el promotor de tnf-α existe una re-
gión que comprende desde –200 pb hasta el inicio de transcripción
aparecen las secuencias de unión para SP1, AP-1, ETS/ELK-1, NF-
κB, CREB, C/EBPβ y EGR-1/SP1 (19).

FIGURA 2. Unión de complejos histona acetiltransferasas (HAT) e histona
desacetilasas (HDAC) en los promotores de egr-1, icam-1 y tnf-ααααα.

Las muestras de cromatina entrecruzada a los tiempos indicados de inducción
de PA fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los anticuerpos: α-SIN3A,

α-CBP y sus controles sin anticuerpo (NA). El gen de la α-actina se utiliza
como control negativo.

La unión de estos factores transcripcionales al promotor de los
genes seleccionados fue estudiada mediante la técnica ChIP con anti-
cuerpos frente a los diferentes factores transcripcionales (Figura 3).

En el promotor de egr-1, ELK1 se encuentra permanentemen-
te unido al promotor (Figura 3) y su posible contribución a la regu-
lación de egr-1 podría ejercerse mediante fosforilación de dicho
factor como sugieren p.e. (20-21). SP1 y EGR-1 manifiestan perfiles
de unión opuestos (Figura 3), resultado que es consistente con la idea
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FIGURA 3. Unión de factores transcripcionales al promotor de egr-1, icam-1
y tnf-α. Las muestras de cromatina entrecruzada a los tiempos indicados

de inducción de PA fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los diferentes
anticuerpos. Las muestras Input e IP se analizan por PCR con los cebadores

del promotor del gen.

de que EGR-1 competiría con SP1 (17, 22) desplazándolo de los sitios
ricos en G+C como un mecanismo para inhibir la actividad de SP1.
Por otro lado, NF-κB y C/EBPβ se unen al promotor de icam-1 de
modo secuencial y su unión es compatible con la inducción de la ex-
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presión de este gen (Figura 3). Por último, en el promotor de tnf-α se
unen los factores transcripcionales NF-κB, EGR-1, SRF, ELK-1 y SP1
(Figura 3) consistente con la existencia de un enhanceosoma que re-
gula la expresión de este gen y cuya composición depende del tipo
celular, del estado de diferenciación y del estímulo que inicia la acti-
vación génica (23).

5. Mecanismo de acción del agente terapéutico pentoxifilina

La pentoxifilina, un derivado de la metilxantina, posee propie-
dades anti-inflamatorias (24) a través de la inhibición de la produc-
ción de citoquinas como TNFα e IL-2 y que se ha asociado a la re-
ducción de la severidad de la PA (25). En base a estos resultados fue
tentador conocer si la pentoxifilina es capaz de reducir la severidad
de esta patología por medio de la inhibición de la expresión de los
genes seleccionados en nuestro estudio implicados en las fases ini-
ciales del desarrollo de la PA. Los resultados de la Figura 4, obteni-
dos a partir de ratas tratadas con pentoxifilina 30 minutos antes de
la inducción de la PA, muestran que en general la expresión de los
genes analizados se encuentra reducida en las muestras tratadas con
pentoxifilina. El gen inmediato-temprano, egr-1, presenta una notable
reducción a 1 hora, en icam-1, aunque su inducción es mínima a
este tiempo, se observa también una reducción considerable y, en el
gen tardío tnf-α la reducción de la expresión debida al inhibidor es
especialmente drástica a las 6 horas de inducción.

Para ahondar en el conocimiento acerca del mecanismo molecu-
lar de acción de la pentoxifilina hemos estudiado su efecto sobre la
unión de los factores de transcripción al promotor de los genes
implicados en la PA. El análisis se efectuó por la técnica ChIP usan-
do los anticuerpos contra los factores que regulan los genes pro-
inflamatorios como EGR-1, C-JUN, SP1, NF-κB y C/EBβ. En el pro-
motor del gen egr-1 (Figura 5), a 1 hora de inducción en la muestra
tratada con pentoxifilina (T+P 1 hora) la unión del factor SP1 es
significativamente menor que el control no tratado (T 1 hora) a 0 y
6 horas de inducción de la PA. Estos datos indican que la reducción
de la unión de SP1, asumiendo un papel activador de éste, podría ser
un posible mecanismo por el cual la pentoxifilina reprime parcial-
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FIGURA 4. Efecto de la pentoxifilina sobre la expresión de egr-1, icam-1 y
tnf-α. Las muestras, analizadas por RT-PCR cuantitativa, se identifican como

C: control no tratado; T: taurocolato 3,5%; P+T: pentoxifilina + taurocolato 3,5%.
Los valores fueron normalizados respecto al gen rRNA 18S y referidos a la

muestra con valor máximo y a la que se le asigna el valor arbitrario de 100%.
Los valores sobre los histogramas representan el grado de inducción real respecto

al control 0 horas. El gen de la β-actina se utiliza como control positivo
por su expresión constitutiva.

mente a egr-1. El factor NF-κB en la muestra tratada con pentoxifi-
lina no aparece unido al promotor de icam-1 (T+P 1 hora), a diferen-
cia del control no tratado (T 1 hora), por lo que el mecanismo de
acción de la pentoxifilina en la represión de este gen durante la PA
debe ser dependiente de NF-κB (Figura 5). En el promotor de tnf-α
la represión del gen tnf-α dependiente de pentoxifilina parece estar
mediada a tiempos iniciales por EGR-1 y, a tiempos tardíos, funda-
mentalmente por NF-κB y en menor medida por C/EBPβ (Figura 5).
Como control negativo utilizamos el promotor del gen α-actina que
no se expresa en el páncreas.

El análisis de los resultados de este estudio in vivo de la acción
de la pentoxifilina en la disminución de la severidad de la PA permi-
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te apuntar ciertas ideas. El efecto beneficioso del agente terapéutico
en la PA puede ser producido, en parte, por la represión de los genes
seleccionados en este estudio mediada por la regulación de la unión
de factores transcripcionales pro-inflamatorios, principalmente NF-
κB y SP1 y, en menor medida, C/EBPβ y EGR-1, así como la inhi-
bición de las rutas MAP quinasas ERK y JNK (datos no mostrados).
Estos resultados son compatibles con trabajos publicados que des-
criben una acción anti-inflamatoria de este agente a través de la
inhibición de citoquinas pro-inflamatorias (26-27).

FIGURA 5. Efecto de la pentoxifilina sobre la unión de factores
en los promotores de egr-1, icam-1 y tnf-α. Las muestras de cromatina

entrecruzada a los tiempos indicados de inducción de PA, en presencia o no
de pentoxifilina, fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los anticuerpos:

α-NFκB, α-AP1, α-EGR-1, α-C/EBPβ, α-SP1 y sus controles sin anticuerpo (NA)
correspondientes. Las muestras se identifican como C: control no tratado;
T: taurocolato 3,5%; P+T: pentoxifilina + taurocolato 3,5%. Como control

negativo se utiliza el gen de la α-actina.

DISCUSIÓN

Se han propuesto diferentes teorías para explicar la fisiopatología
de la PA. En la actualidad se acepta que el origen de esta patología
es el resultado de un proceso local de autodigestión del páncreas
generado por la activación de sus propias enzimas, en especial del
tripsinógeno (28). Mientras que los leucocitos, macrófagos y media-
dores químicos de la inflamación son elementos clave que convier-
ten las señales iniciadas por las lesiones locales del páncreas en un
proceso sistémico sobre otros órganos (29).
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En nuestro trabajo hemos mostrado que el daño inicial en células
acinares activa un severo y estricto programa de señalización que
regula la expresión de genes implicados en la PA. En este sentido
hemos detallado el complejo y ordenado perfil temporal de los genes
más importantes relacionados con el inicio de la PA y que han
ampliado los estudios previos en humanos y en animales (30-31).
Entre estos se incluyen factores de transcripción, rutas de señaliza-
ción intracelular, citoquinas, moléculas de adhesión y genes de es-
trés oxidativo.

La inducción de la expresión génica requiere la activación de de-
terminados factores transcripcionales, como NF-κB (32-33), AP-1 (34)
o EGR-1 (8), en el páncreas durante el desarrollo de la PA. Sin embar-
go, hasta la fecha no se habían caracterizado in vivo los mecanismos
por los cuales la estructura de la cromatina constituye un factor deci-
sivo en la regulación de los promotores de los genes implicados en la
PA. El análisis in vivo de los promotores de los genes egr-1 (inmedia-
to-temprano), icam-1 (temprano) y tnf-α (tardío) han mostrado la par-
ticipación de diferentes factores de transcripción (EGR1, ATF2, ELK1,
NF-κB, C/EBPβ y SP1), la unión de la histona acetiltransferasas CBP
y un aumento de las acetilaciones de histonas en la regulación de la
cromatina en los diferentes promotores durante la activación génica
correspondiente.

El análisis temporal de los mecanismos epigenéticos de regula-
ción de la cromatina, en concreto las modificaciones de las histonas
y la unión de complejos HAT, HDAC y remodeladores, permiten
proponer modelos de activación transcripcional para estos genes. De
modo general, la disociación de las HDAC es concomitante con la
unión de HAT, lo cual genera un aumento de la acetilación de las
histonas lo que facilita el acceso de factores de transcripción y de la
maquinaria transcripcional. Diversos trabajos han aplicado estrate-
gias similares para conocer los mecanismos de regulación de dife-
rentes genes, como nos-2 (35), igf2r (36) o E-selectina (37). Un aspec-
to a destacar es que nuestros resultados parecen compatibles con la
idea del código de histonas en que se sugería que la sucesión y com-
binación de las modificaciones de las histonas en el promotor de un
gen determinan su respuesta a un estímulo específico (11).

Se ha descrito recientemente que la administración in vivo de
pentoxifilina en un modelo de PA leve inducida por ceruleína (38) y
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en un modelo de PA grave inducida por taurocolato (24) se asocia
con una disminución de los parámetros asociados a la PA. Sin em-
bargo, el mecanismo de acción de este compuesto no estaba bien
caracterizado a nivel molecular. En el presente trabajo hemos puesto
de manifiesto que la administración de pentoxifilina en ratas con PA
inducida por taurocolato es capaz de inhibir la activación de las
rutas de quinasas (datos no mostrados). En base a estos datos, pa-
recía de enorme interés analizar si el efecto beneficioso de este com-
puesto es producido, en parte, por la represión de los genes impli-
cados en el desarrollo de la PA. Los estudios de expresión realizados
mostraron que, en efecto, la pentoxifilina inhibía parcialmente la
activación de muchos de los genes diana seleccionados. Por tanto,
para profundizar en dichos estudios analizamos su acción sobre la
unión de factores de transcripción en los promotores de los genes,
mostrándose una reducción notable de dicha unión, en especial en
el caso de los factores NFκB, C/EBPβ y SP1. Estos resultados son
compatibles con trabajos publicados que describen una acción anti-
inflamatoria de este agente a través de la inhibición de citoquinas
pro-inflamatorias (26-27).

Los resultados sugieren por tanto que la pentoxifilina debe ejer-
cer su acción inhibidora en una etapa inicial de la ruta de transduc-
ción de señal activadora del taurocolato. Por tanto, nuestros resul-
tados apoyan el uso de la pentoxifilina como agente terapéutico en
fases iniciales de la PA, al reducir la expresión de los genes pro-
inflamatorios estudiados, o su uso preventivo en pacientes con ries-
go de padecerla por ejemplo al someterse a una colangiopancreato-
grafía, prueba de diagnóstico que presenta como efecto secundario
el desarrollo de una posible PA.
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