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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Panorama Clinico de la Isquemia-reperfusion intestinal.

La palabra isquemia deriva de las palabras griegas “ishein” que significa
carencia y “haima” que significa sangre. Durante la isquemia intestinal falta el
aporte sanguineo y por lo tanto, el oxigeno y los nutrientes necesarios para
conservar el metabolismo y la integridad celular; al mismo tiempo, se deteriora

la eliminacién de productos del metabolismo como el COs.

La isquemia aguda puede ser producida por obstrucciones arteriales o
venosas de naturaleza trombdtica o embdlica. En los pacientes en choque
existe también isquemia, no oclusiva, en la cual la redistribucion del flujo
sanguineo ocasiona el déficit de irrigacion intestinal siendo la enterocolitis
necrotizante una de sus complicaciones. Durante la cirugia de transplante

intestinal, la isquemia y la reperfusién (IR) son inevitables.

1.1.1 Epidemiologia.

La isquemia intestinal aguda es una complicacion grave de los
procedimientos quirurgicos en ancianos.", asi como en la cirugia a corazon
abierto, teniendo una baja incidencia (0.2 — 0.4%) pero una alta mortalidad (70-
100%).%*



En neonatos, la enterocolitis necrotizante es la emergencia médica y
quirurgica mas frecuente. Se presenta en forma esporadica, no epidémica, con
una incidencia que varia de pais a pais del 5 al 10 % de los nifios que ingresan
en una unidad de cuidados intensivos neonatales; alcanzando en neonatos de
bajo peso una incidencia de 30 por cada mil.*® En Monterrey N. L., en un
hospital general, se reporté la enterocolitis con prevalencia del 1.5% de los
nacidos vivos y del 10% de los ingresos a la Unidad de Cuidados Intensivos

Neonatales.’

Por otro lado, el numero de transplantes intestinales va en aumento,
habiéndose realizado alrededor de 1,000 en el mundo entero hasta el primer

trimestre del afio 2003. ®'? (Figura 1).
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Figura 1. Transplantes intestinales realizados a nivel mundial hasta el primer
trimestre del 2003



1.2 Isquemia-reperfusién intestinal

La IR en el intestino lesiona la mucosa, ocasionando pérdida de su
funcidn como barrera, permitiendo el paso de bacterias y sustancias nocivas

1314y favoreciendo la secrecion de citocinas.” Existe

hacia la circulacién
evidencia de que el intestino es el mayor productor de citocinas durante el
choque hemorragico y/o la lesion por IR.'®" Particularmente se incrementan la

Interleucina (IL) 6, la IL-1B y el factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a)

La lesidn por isquemia-reperfusion incluye dos tipos de agresion: la

hipoxica y la inflamatoria.

1.2.1 Cambios funcionales asociados a la hipoxia.

Los cambios funcionales asociados a la hipoxia incluyen: '®'

a) Disminucion de la fosforilacion oxidativa y la funcidon de las bombas de
membrana dependientes de Trifosfato de Adenosina (ATP).

b) Generacién de especies reactivas de oxigeno (EROS) durante la
reperfusion.

c) Promocién de la expresion en el endotelio de genes proinflamatorios que
dan origen a moléculas de adhesion de leucocitos, citocinas y agentes

bioactivos como la endotelina y el tromboxano A2.'® 2021

Como consecuencia de la caida energética se inactivan las bombas
ATPasa de Calcio (Ca?*) y se incrementa la concentracién de Ca®* citosdlico
por: a) ingreso del Ca*' extracelular, b) liberacion de Ca?* del reticulo

endoplasmico y c) salida del Ca** de las mitocondrias.



El incremento del Ca?* intracelular favorece el edema celular, activa
proteasas citosdlicas dependientes del Ca®* asi como a la fosfolipasa A2 y
promueve la liberacién de derivados del acido araquidénico. En particular éstos

participan en el proceso inflamatorio y en el dafio mediado por neutréfilos.?

Durante la isquemia, la enzima xantina deshidrogenada se isomeriza a
xantina oxidasa. Ambas isoformas catalizan la transformacién de xantina e
hipoxantina en acido urico, la diferencia es que la oxidasa utiliza como aceptor
de electrones el oxigeno, dando lugar a la produccién de EROS. Una vez
comenzada la reperfusion, la xantina y la xantina oxidasa pueden ser liberadas

a la circulacion general y llegar a afectar a otros érganos como el pulmon.'8:20:2!

Al aumentar la cantidad de moléculas proinflamatorias y citocinas, la
isquemia, induce un estado proinflamatorio que aumenta la vulnerabilidad del
tejido durante la reperfusion y favorece el establecimiento de la respuesta

inflamatoria aguda mediada por polimorfonucleares y macrofagos tisulares.'®'

1.2.2. Eventos del proceso inflamatorio

La inflamacion consiste en eventos coordinados, que incluyen:

a) Incremento del diametro vascular.

b) Aumento de la permeabilidad vascular.

c) Induccion de la expresion de moléculas de adhesién en las células
del endotelio vascular; como la molécula de adhesion intercelular 1
(ICAM1), la molécula de adhesion de células vasculares (VCAM1)
y las moléculas de adhesion a carbohidratos P y E Selectinas.

d) Induccién en el endotelio de la expresion de moléculas que
provocan la coagulacion sanguinea local.

e) Quimiotaxis.



Cuando se establece la respuesta inflamatoria, los macrofagos producen
una serie de citocinas como son el FNT-a, IL-1, 6, 8, 12 y 18 y otros. Estos,
junto con la activacion del complemento, las cininas y la degranulacion de los
mastocitos tisulares son responsables de la respuesta inflamatoria local. Los
efectos sistémicos que son provocados por los mediadores liberados en el sitio
inflamado se denominan colectivamente respuesta de fase aguda. La respuesta

de fase aguda es provocada por la accién del FNT-a, IL-1 e IL-6.23

Los mecanismos por los cuales la IR intestinal contribuye al desarrollo de
una respuesta inflamatoria y dafio celular aun no se conocen por completo, se
han implicado una extensa lista, entre los mas importantes se encuentran la
alteracion de la funcion mitocondrial, el aumento de la produccion de EROS y la

generacion de apoptosis ** (Tabla 1).

Tabla 1. Procesos implicados en el dafio celular durante la reoxigenacion.

Dano a la funcion mitocondrial e incremento de la produccién
mitocondrial de EROS

Fosforilacién o conversion de xantino deshidrogenada a xantino oxidasa

Disminucion del glutation y enzimas con actividad antioxidante

Incremento de la produccion de EROS
Activacion de NF-k3

Alteracion del transporte idnico epitelial

Disminucion de prostaciclina

Induccion de la sintetasa de oxido nitrico;

incremento en la produccion de especies reactivas de nitrégeno.

Aumento de la permeabilidad celular

Entrada de calcio celular y mitocondrial

Activacién de cinasas y proteincinasa C

Apoptosis; necrosis

Induccién del proteinas de choque térmico




1.3 Participacion del sistema nervioso entérico en el dafio tisular asociado

a procesos de isquemia-reperfusion intestinal

En el intestino, durante el proceso inflamatorio desencadenado por la IR,

se pueden identificar dos posibles escenarios®:

I) Modelo unidireccional: Las células inflamatorias juegan el rol de

agresor, atacan al agente que desencadend el proceso, el resto de las células

fungen como espectadores y son lesionadas durante la inflamacion. (Figura 2)

II) Modelo multidireccional: Las células no inmunes participan en la

génesis y mantenimiento del proceso inflamatorio (Figura 3). En este modelo,

todas las células y la matriz extracelular interactuan reciprocamente. Las

interacciones son mediadas por citocinas, factores de crecimiento y moléculas

de adhesion.
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Figura 2. Modelo unidireccional de interacciones intercelulares durante

proceso de inflamacion intestinal.
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Figura 3. Modelo multidireccional de interacciones célula a célula durante la

inflamacién intestinal.

En el contexto del modelo multidireccional, el Sistema Nervioso Entérico
(SNE) representa un elemento integrador muy eficiente, su extensa red de
fibras, neuronas y los arreglos de neurotransmisores lo posibilitan para
participar en intrincados mecanismos regulatorios entre mucosa y células.
Puede incluso mediar la liberacion de potentes moléculas que regulan la

actividad inflamatoria aguda y crénica.?®%

Durante el proceso inflamatorio, el SNE favorece la dilatacion de los
vasos submucosos, éste es un reflejo local que nace y se ejecuta en el interior
de la pared intestinal. Las respuestas intrinsecas coexisten con reflejos

extrinsecos como los vasoconstrictores simpaticos y los vasodilatadores “no



simpaticos” como la sustancia P y el péptido relacionado con el gen de la

calcitonina.®°

Ademas de su participacion en el proceso inflamatorio, el SNE es

lesionado por la IR.%!

En el modelo de homeostasis intestinal, todos los tipos celulares
interactian entre si (epiteliales, nerviosos, musculares, endoteliales,
fibroblastos), con la matriz extracelular y con los leucocitos para alcanzar y/o
mantener la homeostasis. La disfuncion de uno o mas de los componentes
puede desencadenar o perpetuar un proceso inflamatorio patolégico. En
particular, el deterioro de las funciones de regulacién que mantiene el SNE 3%
alteraria los mecanismos que permiten al tejido responder 6ptimamente y

mantener la homeostasis tisular 2°. (Figura 4)

Células epiteliales

Fibroblastos Células linfoides

A Y

Células endoteliales Neuronas

Homeostasis
intestinal

Matriz extracelular Células musculares

Figura 4.- Modelo de homeostasis intestinal



1.4 El Sistema Nervioso Entérico

Se ha considerado al SNE como un "cerebro intestinal”, recibe aferencias
autondmicas y regula la peristalsis, el flujo sanguineo regional, la secrecion y la

absorcion del tubo digestivo.

El SNE esta constituido por un conjunto de estructuras nerviosas que se
encuentran en el aparato gastrointestinal y en los 6rganos anexos como el
higado y el pancreas. En el tubo digestivo, esta representado por dos plexos

ganglionares localizados en la pared: el mientérico y el submucoso.

Las neuronas y las células gliales del plexo mientérico asi como los
vasos que las nutren comparten caracteristicas funcionales con las neuronas y

los vasos del SNC** regulan la peristalsis y la motilidad del tubo digestivo.

El plexo submucoso participa en la integracion de reflejos locales vy
regula las funciones de secrecion y absorcion del epitelio, el flujo sanguineo y la

contraccion de la muscular de la mucosa.

También hay otros plexos nerviosos, los plexos aganglionares, que se
ubican en otros planos de la pared intestinal y son ramificaciones de
prolongaciones nerviosas que se originan en las células de los plexos

mientérico y submucoso> (Figura 5).
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Figura 5- Plexos nerviosos del sistema nervioso entérico

1.4.1. Control del flujo sanguineo por el sistema nervioso.

El SNE integra reflejos locales que modifican el flujo sanguineo en las
diferentes capas histolégicas del interstino en respuesta a estimulos
provenientes del Sistema Nervioso Central (SNC) por via simpatica o

parasimpatica, y del tubo digestivo: mucosa, muscular y vasos sanguineos.***

La innervacion simpatica se distribuye en los vasos sanguineos

mesenteéricos, los de las criptas y los de la submucosa incluyendo a la muscular

de la mucosa.®’
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Es posible que al lesionar al SNE, se pierda la capacidad de regular la
irrigacion de la pared intestinal y que a semejanza de lo que ocurre en el SNC,
gran parte del dano al SNE se ocasione por la liberacion de aminoacidos

excitotoxicos como el glutamato.

1.4.2. Sistema nervioso entérico y Glutamato

En el SNE existen neuronas tanto en el plexo mientérico como en el
submucoso que expresan receptores para el glutamato.®* *° La excitotoxicidad
relacionada con el glutamato se ha demostrado in vitro en neuronas entéricas y

en preparaciones de pared intestinal.*®

1.4.3. Glutamato

En el SNC, el glutamato es el principal y mas rapido neurotransmisor
excitatorio. Ejerce sus efectos mediante la activacion de receptores de
membrana, reconociendo cuatro tipos de receptores, que reciben su
denominacion de acuerdo al tipo de agonista al que responden: los receptores
a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionato (AMPA); los N-metil-D-aspartato
(NMDA); los Kainato (estos tres son ionotropos) y los receptores

metabotropicos.*!*?

Durante las lesiones agudas del SNC, incluida la isquemia y el traumatismo
craneo-encefalico, el glutamato y el aspartato, se acumulan en el espacio
extracelular y en la hendidura sinaptica. El exceso de glutamato activa
receptores postsinapticos causando una sobreactivacién de los mismos cuyo
efecto es la acumulacion de calcio en el interior de la célula, desencadenando el
fendmeno de excitotoxicidad, que contribuye a la neurodegeneracion observada

después de este tipo de lesiones (Figura 6).
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Figura 6. Excitoxicidad inducida por glutamato que provoca un incremento del
Ca?* intracelular.

1.4.4. Receptores ionotropicos para glutamato

Los receptores ionotropicos de glutamato (AMPA, Kainato y NMDA) son
complejos macromoleculares que contienen tres dominios transmembranales
denominados M1, M3 y M4 y una porcion reentrante en la membrana, el
dominio M2, que le proporciona la selectividad iénica al canal. Los receptores
AMPA median la transmisién de baja frecuencia y estan implicados en la

potenciacion y la depresion a largo plazo, que se consideran el equivalente de
la memoria a nivel celular.”’
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Del receptor kainato se han clonado cinco subunidades.*’ y pueden
también ejercer efecto de caracter metabotrépico o funcionar como canales,

dependiendo de la combinacion de las subunidades que los constituyan.

El receptor NMDA (Figura 7) tiene una estructura heteromérica con dos
tipos de subunidad, la denominada subunidad NR1 y una de -cuatro
subunidades NR2 (NR2-A-NR2D). Los receptores NMDA se unen a canales
catidnicos permeables al K*, Na* y Ca*. En el SNC, la estimulacién de los
receptores de NMDA es responsable del incremento del calcio intracelular y de
iniciar la cascada de eventos durante la lesién isquémica que dependen del

calcio y que conducen a los procesos que llevan al dafio celular irreversible y a

la muerte celular.*" *
2+ +
Ca+ Na

Glicina — GLUTAMATO

Zn2* _':

Poliamina ey

““ﬂﬂ‘..l‘ lﬁ.....ﬂ...%'...ﬂﬂ.
|
Mg?*

! (1 lth | ! 1l
00000000001 400000000000000000

SITIO DE UNION
DE KETAMINA

K+

Figura 7. Activacion del receptor NMDA por la union del glutamato y la glicina.
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El receptor NMDA puede ser modulado por antagonistas competitivos de
la glicina y/o del glutamato y por bloqueadores del canal como la ketamina.*’
(Figura 8).

Caz* + Na*

00000000004 1000000000000004000
|

SITIO DE UNION
DE KETAMINA

| (8 . | (n | | N
00008000004 1000008000000000000

K+

Figura 8. La ketamina bloquea el receptor NMDA para el glutamato y evita el

aumento de la permeabilidad de la membrana para el Ca?".

1.4.5. Ketamina

La ketamina es un derivado de la fenciclidina, fue sintetizada en 1962 por
Stevens. La molécula de ketamina es la (R,S)-2-(O-clorofenil)-2-
metilaminociclohexanona, posee un peso molecular de 238 dalton y un pKa de
7.5, es soluble en agua y posee también una gran liposolubilidad (10 veces la

del tiopental)**.
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El producto comercial (Ketalar) es una solucién de pH 3.5., contiene una
mezcla racémica al 50% de los dos isbmeros Opticos o enantiomeros que
existen. El carbono numero 2 de su estructura quimica es un centro de rotacion
quiral en el anillo de la ciclohexanona que hace posible la existencia de dos
enantiomeros denominados S(+) ketamina (1-ketamina, isomero levogiro) y R(-)

ketamina (d-ketamina, isémero dextrégiro)*.

La ketamina se fija a proteinas plasmaticas en un 12-27%. Es
metabolizada por los sistemas enzimaticos hepaticos, principalmente por la via

del citocromo P-450, siendo la ruta principal la N-demetilacion*.

En ratas la vida media es de 30 minutos y el tiempo anestésico de

inmovilizacion es de 60 a 90 minutos®.

1.4.6 . Relacion de la administracion de ketamina con la lesidon secundaria a IR

intestinal.

En estudios previos hemos documentado in vivo, que la anestesia con
ketamina disminuye el grado de lesibn mucosa secundario a un evento agudo
de IR* en ratas y protege contra las alteraciones del transito intestinal que se
observan a largo plazo. Intuimos que esto es debido a la proteccion del SNE de
dafio por excitotoxicidad asociada a glutamato, desconociendo como se

comporta el endotelio en este contexto.
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1.5 El endotelio

De acuerdo con el modelo multidireccional del proceso inflamatorio en el
intestino, que describimos previamente, el SNE y las células endoteliales (CE)

ocupan un importante lugar en perpetuar la inflamacion.?®

Las CE son capaces de detectar estimulos fisicos y/o quimicos
relacionados con el estrés mecanico, el flujo sanguineo, la presién arterial, la
distension y sustancias liberadas por las células sanguineas o los tejidos. Las
CE tienen un papel clave en la regulacion de la homeostasis vascular a la cual

contribuye mediante la liberacién de multiples sustancias activas.*’

1.5 Activacion del endotelio por el proceso inflamatorio.

Las propiedades de las CE varian entre los diversos érganos del cuerpo
y entre los diferentes tipos y tamafos de vasos sanguineos. El desequilibro en
la liberacion de moléculas endoteliales, cuando las CE se exponen a

mediadores inflamatorios, se denomina: activacion de células endoteliales 48

Las caracteristicas mas importantes que adquiere la célula endotelial en
su estado activado son: a) propiedades procoagulantes, b) propiedades
proadhesivas, c) perdida de la funcion de barrera, y d) apoptosis de la célula

endotelial.*®

Entre las moléculas que se expresan en el endotelio activado se

encuentran el ICAM-1 y el VCAM-1; las moléculas de adhesion a carbohidratos
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P y E Selectinas. Algunas de estas moléculas como la P Selectina aparecen en

el endotelio minutos después de su activacion.*®

Asi entonces, el endotelio ejerce un papel central en la regulacion de la
hemostasia, aporta importantes elementos de los sistemas de coagulacion,
trombosis y fibrindlisis del organismo y participa en la regulacion de la
fibrindlisis.*” 49

Por lo anterior, es de suma importancia entender la participacién del SNE
en la activacién del endotelio de los vasos intestinales durante la agresion por
IR, como la que sufren algunos pacientes con complicaciones hemodinamicas o

quirurgicas, asi como en los sometidos a transplante intestinal.
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1.7 Justificacion

El proceso de IR es en la actualidad un problema en los pacientes
sometidos a transplantes. El conocimiento de los mecanismos celulares que
median el proceso de dafio celular y funcional y la comprension del papel que
juega el sistema nervioso entérico, sus neurotransmisores y el endotelio,
permitira en un futuro mejorar el tratamiento de los pacientes sometidos a
transplante intestinal asi como de los que padecen procesos isquemicos del

tubo digestivo.

1.8 Hipodtesis

El bloqueo de los receptores NMDA en las neuronas entéricas modula la
activacién endotelial y repercute en la lesion mucosa secundaria a isquemia-

reperfusion intestinal
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1.9 Objetivo General

Demostrar que el bloqueo de la estimulacion del sistema nervioso

entérico, mediante los receptores NMDA para el glutamato, modifica la

activacion del endotelio secundaria a lesion por isquemia-reperfusion en el tubo

digestivo.

1.9.1 Objetivos Especificos

1.

Determinar el grado de lesibn mucosa vy relacionarlo con la
concentracion de mediadores pro-inflamatorios en animales sometidos a
isquemia intestinal transitoria en los cuales se administra un bloqueador
de NMDA.

Determinar el grado de lesion mucosa y relacionarlo con la concentraciéon
de mediadores pro-inflamatorios; comparando lo que ocurre en animales
con SNE intacto y animales sin SNE, después de ocasionar isquemia
intestinal transitoria.

Determinar el grado de lesion mucosa y relacionarlo con la concentracién
de mediadores pro-inflamatorios; comparando lo que ocurre en animales
con SNE intacto y animales sin SNE en los cuales se administrd un
bloqueador de NMDA, con animales que no reciben bloqueador NMDA

después de ocasionar isquemia intestinal transitoria.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Animales

Se utilizaron 50 ratas Wistar de 250 + 50 gramos, proporcionadas por el
Bioterio del Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la
U.A.N.L. Mantenidas en condiciones estables de iluminacién y temperatura
antes de los experimentos, todas las ratas tuvieron un periodo de habituacion al
laboratorio de 7 dias, antes de entrar en el protocolo experimental y se

mantuvieron con disposicion de alimento y agua a libre demanda.

2.2 Método

2.2.1 Disefio experimental y formacion de grupos

Se formaron 10 grupos experimentales, cada uno con 5 ratas, se

denominaron como sigue:

Grupos control:
e Control negativo (Sham)
e Control positivo (IR intestinal).
e Desnervado (DEN). Desnervacion quimica del intestino 14 dias antes de
realizar mediciones y biopsias.
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Grupos experimentales:

e Ketamina + IR. Administracion de ketamina antes de provocar isquemia

intestinal transitoria. Este grupo estuvo formado por 5 subgrupos segun

la dosis de ketamina utilizada:

1.

o & 0D

KET 100: ketamina 100 mg/kg/do.
KET 50: ketamina 50 mg/kg/do.
KET 25: ketamina 25 mg/kg/do.
KET 12.5: ketamina 12.5 mg/kg/do.
KET 6.25: ketamina 6.25 mg/kg/do.

e Desnervado + IR (DEN+IR) Desnervacion del intestino 14 dias antes de

provocar isquemia intestinal transitoria y tomar muestras.

e Desnervado + ketamina + IR (DEN+KET+IR) Desnervacion del intestino

14 dias antes de administrar ketamina, provocar isquemia intestinal

transitoria y tomar muestras.

2.2.2 Procedimientos quirurgicos.

2.2.2.1 Laparotomia y toma de muestras.

La rata se mantuvo en ayuno durante 12 hrs, posteriormente se anestesio

con pentobarbital (50 mg/kg/do) administrado por via intraperitoneal, se sujetd

en la mesa quirurgica y se le realizé laparotomia media; se localizaron el

yeyuno y el ileon y se identificaron la vena porta y la arteria mesentérica

superior. Dependiendo del grupo de asignacién se llevo a cabo el procedimiento

experimental y al terminar se tomd una muestra de sangre de la aorta para la

cuantificacion de citocinas y un segmento de ileon para el analisis histologico.
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2.2.2.2 Oclusion vascular e isquemia transitoria

Tras practicar laparotomia, como se describe en el apartado 2.2.2.1, se ligd
el ciego para bloquear la circulacion colateral. Para provocar isquemia, se
localizaron la arteria mesentérica superior y la vena mesentérica superior antes
de su unidén a la porta, se ocluyeron con pinzas vasculares, comprobando
visualmente la ausencia de pulso en los vasos y el cambio a coloracion marron
del intestino. Después de un periodo de isquemia de 30 minutos se quitaron las
pinzas y se después de un periodo de reperfusion de 60 minutos se tomaron las

muestras de sangre y tejido intestinal.

2.2.3 Procedimiento de desnervacioén

Se realizé la laparotomia como se describe en el apartado 2.2.2.1, después
de lo cual se colocé el intestino sobre gasas humedecidas con solucion de
cloruro de benzalconio (BAC) al 0.081% durante 30 minutos, al finalizar se irrigo
suavemente con solucién salina al 0.9% y se regreso el intestino a la cavidad

abdominal.

A los 14 dias de la aplicacién del cloruro de benzalconio; se anestesié con
pentobarbital (50 mg/kg/do) intraperitoneal y/o 50 mg/kg/do de ketamina, que
fue la dosis que provocd menos dafo histologico, se realizé una laparotomia y
se llevo a cabo el procedimiento de isquemia transitoria segun el grupo; al final

se tomaron las muestras de sangre y de tejido intestinal.

2.2.4 Procedimiento de determinacién de de ICAM-1, ATl y P-Selectina

El suero de la muestra de sangre tomada durante las diferentes fases del

estudio se congelé a -70°C, doce horas antes del ensayo se colocaron a -20°C
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y posteriormente a temperatura ambiente. Al descongelarse y alcanzar la

temperatura ambiente se realizaron los ensayos, constituidos por pruebas de

ELISA tipo sandwich de fase sdlida.

Para cuantificar la fraccion soluble de la Molécula de Adhesion
Intercelular-1 (ICAM), se utilizé el paquete Quantikine rat sICAM-1 de
R&D Systems, Inc. (Apéndice A).

Para cuantificar la fraccion soluble de la molécula de adhesion
leucocitaria P-selectina (sP-Selectina), conocida también como CDG62P,
GMP-140 y/o LECAM-3, se utilizé el paquete Quantikine mouse sP-
Selectin de R&D Systems, Inc. (Apéndice A ).

Para cuantificar Antitrombina 1l (ATIIl), en suero de rata, se utilizo el
paquete Rat AntiThrombin Ill ELISA Quantitacion Kit, de GenWay
Biotech, Inc. (Apéndice A ).

2.2.5 Preparacion histoloégica, analisis y graduacion del dafo de la mucosa

intestinal.

Las muestras de tejido intestinal fueron procesadas mediante técnica

histoldgica y tefidas con hematoxilina y eosina. (Apéndice B, C)

La lesion de la mucosa se evalud, al observar los cortes histolégicos bajo

microscopia de luz, de acuerdo a la clasificacion de Chiu®";

—

o >N

Vellosidad intestinal normal.

. Desarrollo de espacio subepitelial (espacio de Gruenhagen) en la punta

de la vellosidad junto con congestidn capilar.

Extensién del espacio subepitelial y desprendimiento de la capa epitelial.
Desprendimiento masivo del epitelio.

Vellosidades desnudas con capilares expuestos.

Desintegracion de vellosidades y lamina propia, hemorragia y ulceracion.
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2.2.6 Analisis estadistico

Los datos fueron procesados y analizados mediante el paquete
estadistico SPSS VI, para comparar las variables se utilizaron pruebas ANOVA
de un factor, las diferencias entre los grupos se contrastaron con pruebas de

Tukey; y se considero significativa una p< 0.05
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Caracterizacion del grupo control (Sham)

Los animales del grupo Sham, constituyeron el grupo control negativo, no
se les provoc6 isquemia, no se les aplico BAC ni ketamina. La morfologia de la
mucosa fue normal correspondiendo a un puntaje de 0 en la clasificacion de
Chiu. (Figura 9) y en las células del plexo mientérico no se identificaron

alteraciones (Figura 10).

Los niveles séricos de ATIII fueron de 102.7 £ 23.4 ng/mL; los niveles
séricos de p-Selectina soluble fueron de 0.39 + 0.36 ng/mL; el nivel sérico de
ICAM-1 soluble se cuantificd en 197 + 38.87 pg/mL (Figura 12).

Figura 9. lleon de rata, tefiido con hematoxilina y eosina, visto a 400x con
microscopio optico. Mucosa normal, Flecha: artefactos del cortado
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Figura 10. Plexo mientérico de ileon de rata, tefiido con hematoxilina y eosina,
visto a 4000x (400x en microscopio 6ptico + 10 aumentos al fotografiar). Flecha
delgada: nucleolo de células normales, flecha gruesa: capa muscular

longitudinal, punta de flecha: capa muscular circular.
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3.2 Efecto de laisquemia-reperfusion intestinal en la rata.

Al estudiar animales anestesiados con pentobarbital y sometidos a una

agresion por IR, se identific6 un severo dafo y destruccion de la mucosa

intestinal. Alcanzando en la escala de Chiu un puntaje de 3.4 £ 0.55 (Figura 11).

Figura 11. lleon de rata, después de 30 minutos de isquemia y 60 de
reperfusiéon. Tefido con hematoxilina y eosina, visto a 400x con microscopio
Optico. La mucosa muestra desprendimiento masivo del epitelio, desintegracion

de vellosidades y hemorragia.

27



En el grupo IR, la ATIIl en suero, se encontré en 18.2+16.9 ng/mL, los
niveles séricos de p-Selectina soluble en 2.24+0.98 ng/mL vy el nivel sérico de
ICAM-1 soluble en 486.64+38.2 pg/mL.

Comparando los resultados del grupo IR con el grupo Sham, se encontr6
una diferencia significativa en el puntaje de lesion (p=0.001), en los niveles de
ATIl (p<0.05), también el nivel de ICAM-1 se encontr6 elevado en

comparacién con el grupo Sham p< 0.05. (figura 12)

En resumen, la agresion por IR intestinal, provoca lesion en la mucosa
intestinal, consumo de ATIIl y aumento de la expresion de p-Selectina y de
ICAM

150,00
4.00 *

3.00-
100.00=
500.00=

2.00=

50.00-

250,00~

0.00

T
Sham IR Sham IR Sham IR Sham IR

Chiu score ATI (ng/mL) p-Selectina (ng/mL) ICAM-1 (pr/mL)

Figura 12. Efecto de 30 min de isquemia y 60 min de reperfusioén intestinal
sobre la histologia de la mucosa intestinal y los niveles séricos de Antitrombina
[l (ATIII), p-Selectina e ICAM-1; * = p < 0.05.
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3.3 Efecto de la denervacion quimica en el intestino de la rata.

La aplicaciéon de BAC sobre la serosa intestinal ocasiona la destruccion
de los plexos mientérico y submucoso. La observacién, con microscopio de
preparaciones de mucosa intestinal proveniente de animales tratados con BAC
(grupo DEN) se caracteriz6 por aplanamiento y ensanchamiento de las
vellosidades, infiltrado mononuclear (Figura 13), las células del plexo mientérico
mostraron reduccion del citoplasma, nucleo picnético, pérdida de nucleolo
(Figura 14). Al aplicar la escala de Chiu *' se obtuvo un puntaje de 0.2 + 0.45.
No se identifico diferencia significativa con respecto de animales del grupo
Sham (Figura 15).

Figura 13. lleon de rata desnervado con cloruro de benzalconio, tefiido con
hematoxilina y eosina, visto a 400x con microscopio O6ptico. Notese el

engrosamiento y la disminucidn de la altura de las vellosidades
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Figura 14. Plexo mientérico de ileon de rata desnervado con cloruro de

benzalconio, tefAido con hematoxilina y eosina, visto a 4000x (400x con
microscopio optico + 10 aumentos al fotografiar). Flecha gruesa: necrosis de
células ganglionares, notese ausencia de nucleolos definidos y la contraccion

del citoplasma
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En el grupo DEN, después de la instrumentacion como en el grupo sham
la ATIIl en suero, se encontré en 84.8 + 34.74 ng/mL; los niveles séricos de p-
Selectina soluble en 0.28 + 0.16 ng/mL y el nivel sérico de ICAM-1 soluble en
676.8 + 188.36 pg/mL

Comparando los resultados del grupo DEN con el grupo Sham, no se
documentan diferencias significativas en el puntaje de lesion, en los niveles de
ATl y p-Selectina. Sin embargo el nivel de ICAM-1 se encontr6é elevado en

comparacién con el grupo Sham (Figura 15)

En resumen, la destruccion de los plexos entéricos con BAC no provocé
lesién de la mucosa, los niveles séricos de ATIII ni de p-Selectina se observaron

normales, y encontramos elevacion del ICAM-1.

150.00=

750.00=

100.00

500.00—
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50.00=
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0.00 T L

Sham DEN Sham DEN Sham DEN Sham DEN

Chiu score ATII (ng/mL) p-Selectina (ng/mL) ICAM-1 (primL)

Figura 15. Efecto de la destruccion de los plexos nerviosos del intestino con
cloruro de benzalconio sobre la histologia de la mucosa intestinal y los niveles
séricos de Antitrombina Ill (ATIII), p-Selectina e ICAM-1, * = p < 0.05.
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3.4 Efecto del bloqueo de los receptores NMDA durante

la lesion aguda por isquemia-reperfusion intestinal

El bloqueo de los receptores NMDA sistémicos con la administracion de
ketamina intraperitonal antes de la agresion con IR disminuyd el dafio a la
mucosa intestinal. EI mayor grado de proteccidn se observé con las dosis mas
altas de ketamina. No existié diferencia significativa entre los animales que
recibieron 100 mg/kg de ketamina como unico anestésico y los que recibieron
50 mg/kg de pentobarbital + 50 mg/kg de ketamina. Conforme disminuyé la
dosis de ketamina, aumentoé el puntaje de la lesiobn mucosa con la escala de
Chiu °! (Figura 16).

4.00 -

) 1]
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SHAM KET 100  KET a0 KET 25 KET12:2 KETBZ2:

Figura 16. Lesion de la mucosa intestinal después de IR. Efecto de la
administracion sistémica de ketamina. SHAM: pentobarbital 50 mg/kg/do sin IR;
KET 100: Ketamina 100 mg/kg/do; KET 50: pentobarbital 50 mg/kg/do +
ketamina 50 mg/kg/do; KET 25: pentobarbital 50 mg/kg/do + ketamina 25
mg/kg/do; KET 12.5: pentobarbital 50 mg/kg/do + ketamina 12.5 mg/kg/do; KET
6.25: pentobarbital 50 mg/kg/do + ketamina 6.25 mg/kg/do.
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Se selecciono el grupo KET 50 (pentobarbital 50 mg/kg/do + ketamina 50
mg/kg/do) para compararlo con los grupos SHAM e IR. El tratamiento con
ketamina a 50 mg/kg/do antes de la agresién por IR protegié a la mucosa
intestinal de manera significativa (Figura 17) de la lesiéon (Chiu: 1.4 + 0.55,
p=0.01).
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3.00m=
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Figura 17. Efecto protector del bloqueo NMDA sistémico con ketamina sobre la
lesion de la mucosa intestinal sometida a una agresion por isquemia
reperfusion. (p=0.01, IR vs IR+KET). SHAM: pentobarbital 50 mg/kg/do sin IR;
IR+KET: pentobarbital 50 mg/kg/do + ketamina 50 mg/kg/do con 30 min. de
isquemia y 60 min. de reperfusion; IR: pentobarbital 50 mg/kg/do con 30 min. de

isquemia y 60 min. de reperfusion.
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El bloqueo sistémico de los receptores NMDA con ketamina antes de la
IR intestinal, mantuvo la concentracion sérica de ATIII (evitando su consumo)
por arriba del nivel observado en los animales sometidos a IR y evitd el
incremento significativo de p-Selectina (0.34 + 0.19 ng/mL); no se identificaron
diferencias en los niveles de ICAM-1 (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de la administracion de ketamina sistémica antes de un
periodo de 30 min de isquemia y 60 de reperfusion intestinal sobre la histologia
de la mucosa intestinal y los niveles séricos de Antitrombina Il (ATIII), p-
Selectina e ICAM. IR+KET: tratado con ketamina 50 mg/kg/do sometido

isquemia-reperfusion; IR: sometido a isquemia-reperfusion. * = p<0.05
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3.5 Efecto de la ausencia de sistema nervioso entérico

durante la lesién aguda por isquemia-reperfusion intestinal

Los animales del grupo DEN+IR, fueron sometidos al protocolo de
denervacién con BAC 14 dias antes de ligar la arteria mesentérica y la vena
porta para provocar isquemia y posterior reperfusiéon. En este grupo, el puntaje
de lesion en la escala de Chiu alcanzé 3+1, no difiere significativamente del
grupo IR, tampoco los niveles de ATIII (40.7 £ 26.57 ng/mL), p-Selectina (1.24
1+ 0.61ng/mL) e ICAM-1.

En resumen, el resultado de desnervar el intestino antes de someterlo a
una agresion por IR permite una lesiéon de la mucosa y la alteracion de los
marcadores séricos, indistinguible de las provocadas por la IR solamente
(Figura 19).
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Figura 19. Efecto de la desnervacion del intestino 14 dias antes de un evento de
isquemia-reperfusion intestinal sobre la histologia de la mucosa intestinal y los
niveles séricos de Antitrombina Il (ATIIl), p-Selectina e ICAM-1. DEN+IR:
desnervado, sometido a 30 min de isquemia y 60 min. de reperfusion; IR:

sometido a 30 min. de isquemia y 60 min. de reperfusion
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3.6 Efecto del bloqueo NMDA sistémico y la ausencia del
sistema nervioso entérico durante la lesion aguda

por isquemia-reperfusion intestinal

La aplicacion de BAC en la serosa del intestino provocd destruccién del
sistema nervioso entérico y eliminé el efecto protector del bloqueo NMDA

sistémico con ketamina observado en los experimentos previos.

A cinco ratas (grupo DEN+KET+IR) se les desnervo el intestino con
aplicaciéon de BAC en la serosa 14 dias antes de administrar ketamina y de

interrumpir la irrigacién arterial y venosa.

En el grupo DEN+KET+IR el puntaje de lesién mucosa (Chiu) fue de 2.6
+ 0.55, semejante al del grupo DEN+IR el cual no recibié ketamina antes de la
IR. La concentracion de ATIIl de 34.45 + 26.9 ng/mL y la de ICAM-1 también
fueron semejantes en ambos grupos. El nivel sérico de p-Selectina de 0.57 *
0.262 ng/mL, mostré una tendencia a ser menor que el del grupo sin ketamina
(p=0.054) (Figura 20).
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Figura 20. Efecto sobre la histologia del epitelio mucoso intestinal y los niveles
séricos de Antitrombina Il (ATIIl), p-Selectina e ICAM-1; de la isquemia-
reperfusion intestinal en animales sin sistema nervioso entérico (DEN+IR);
comparacion con animales desnervados a los que se administrd un antagonista

NMDA (DEN+KET+IR) antes de la interrupcion del flujo sanguineo.
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CAPITULO 4

DISCUSION

La distribucidon de la microvasculatura en la pared del intestino con
circuitos en paralelo, permite la irrigacion de la capa muscular y la mucosa. En
condiciones de estrés, se deriva la irrigacion de la muscular hacia la mucosa y
en ésta se modifica por separado la destinada a las criptas o la de las

vellosidades.®?

Entre los mecanismos de control de la homeostasis intestinal, el SNE
junto con el sistema endocrino, participan en la regulacién del flujo sanguineo

local,****>* de la secrecion, la absorcion y la motilidad.>*®

Algunas neuronas entéricas utilizan como neurotransmisor el
glutamato.57 Durante una agresion por hipoxia, la falla del trasporte activo
primario ocasiona despolarizacion e incremento de las concentraciones de
Ca?*, asi como el aumento de la liberacion de glutamato.®® Al igual que en el
SNC en el SNE el aumento de la liberacién de glutamato y en particular su
accién sobre los receptores NMDA, incrementa atin mas la cantidad de Ca**
intracelular, resultando en excitotoxicidad mediada por glutamato *° y muerte

neuronal.
Un periodo de IR, como las situaciones que siguen a un transplante

intestinal, en realidad corresponden a una doble agresion sobre el injerto. La

primera es la isquemia que ocasiona hipoxia, ésta y los mecanismos celulares
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desencadenados por ella favorecen el dafno celular durante la segunda
agresion: la reoxigenacion. Todas las células de la pared intestinal sufren la

lesidn por estos mecanismos: la mucosa, la muscular y el SNE.>

Durante la reperfusion se incrementa la expresion de la sintasa de oxido

6061 afectando

nitrico. Los altos niveles de oxido nitrico alteran el tono vascular
el flujo y provocando vasoconstriccion progresiva ° y mayor hipoxia. Por lo que
durante, la reperfusion, la regulacion y moderacion de aporte sanguineo es

fundamental para evitar el dafio celular.

Con la IR también se lesionan las neuronas entéricas, su dafo altera el
control reflejo del tono vascular.?®> También en los procesos que cursan con

64,65

inflamacion intestinal, estas células pueden liberar citocinas como lalL-1B e

IL-8, contribuyendo al proceso inflamatorio.

El exceso de glutamato secundario a la IR favorece la activacion del
receptor NMDA, el cual es capaz de inducir expresion de IL-13 en células

nerviosas % y modular el dafio a las células nerviosas in vitro.®’

Con anterioridad hemos documentado que en el intestino el bloqueo de
los receptores NMDA para el glutamato con el tratamiento con ketamina,
suministrado antes del evento de IR, es capaz de reducir el dafio a la mucosa
intestinal de manera significativa y también de evitar el deterioro de la funcidn
motora.*® Se conoce que la administracion de glutamato induce una respuesta
inflamatoria en el intestino y favorece la trascripcidén de factores proinflamatorios
como el FNT-0.%% En este estudio descubrimos que el efecto protector de la

ketamina es dosis-dependiente.
Es importante tomar en cuenta que el SNE puede interactuar con el

sistema inmune del intestino, modificando la permeabilidad del epitelio e incluso

la respuesta inflamatoria.®®
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En este estudio identificamos la disminucion del consumo de ATIIl y el
incremento de p-Selectina en los animales que recibieron ketamina antes del

episodio de IR.

La IR intestinal genera un estado procoagulante, "° en algunos estudios,
cuando se administra ATIIl exdgena se observa disminucién del dafio.”""? La
ATIIl se produce en el endotelio y principalmente en el higado, pero se
consume a nivel endotelial al unirse a la heparina e inhibir practicamente todos
los factores de coagulacion.*”"® El menor consumo de ATIII indica disminucion

de los procesos procoagulantes.

En el endotelio y en las plaquetas, la p-Selectina se expresa como parte
de la activacién endotelial. El bloqueo de la p-Selectina también a mostrado
proteger a la mucosa intestinal del dafio secundario a IR y concentraciones
elevadas de p-Selectina aparecen después de la IR.”> 7 La disminucion de los
niveles de p-Selectina nos indican menor adhesividad endotelial y plaquetaria y

por consecuencia disminucion de los procesos procoagulantes.

La ausencia de modificacion del ICAM-1, se puede explicar por que su

expresion se ha reportado mas lenta, incluso tarda horas®.

En otro contexto, los animales tratados con BAC, mostraron los cambios
reportados en la literatura cundo se ocasiona la denervacién de los plexos
entéricos’>"® : ensanchamiento de las vellosidades, adelgazamiento de la capa
muscular, e incluso infiltracién por mononucleares.”” Sin embargo, al comparar
los animales desnervados con los controles, no se diferenciaron en cuanto al
indice de lesiobn mucosa de Chiu. Tampoco se identificaron diferencias
significativas en las concentraciones de ATIIl y p-Selectina con respecto a

animales normales.
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En los animales desnervados, la elevacion de la concentracion de ICAM-
1 y la infiltracion con mononucleares se interpreta, como evidencia de un
proceso inflamatorio crénico desencadenado por la denervacién catorce dias

antes de la medicion.

Asi, la ausencia de SNE no genera un estado pro-coagulante ni un
proceso inflamatorio agudo persistente. Tampoco ocasiona lesion epitelial.

Cuando los animales sin SNE son sometidos al protocolo de IR,
identificamos lesion mucosa y niveles séricos de ATIIIl, p-Selectina e ICAM-1
semejantes a los de animales a los que no se desnervo y se les sometio a IR.
Es decir los intestinos desnervados y con SNE se comportan igual ante la

agresion por hipoxia-reoxigenacion.

Nuestros resultados sugieren que la integridad del SNE no es esencial
para que se genere el dafio a la mucosa o las modificaciones a los niveles
séricos de ATIII, p-Selectina o ICAM que siguen a la IR. Sin embargo aun no
podemos confirmar que el SNE en general o el plexo mientérico o el submucoso
en particular no tengan un papel patogénico en las multiples alteraciones

inducidas por la IR en el intestino.

En contraste con el efecto de la premedicacion con ketamina en ratas
con SNE intacto, los animales desnervados tratados también con ketamina y
sometidos a IR mostraron un severo dafio en la histologia de la mucosa,

deplecion de ATIII e incremento de la p-Selectina.

Estos resultados sugieren que al evitar la destruccion del SNE, se
conservan la regulacion del flujo sanguineo y del proceso inflamatorio durante la
reperfusion, disminuyendo asi la lesion provocada por la reoxigenacion e

hiperflujo.
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La conservacion de la integridad de la mucosa gastrointestinal depende
del establecimiento rapido de mecanismos protectores. Las neuronas
sensoriales, en respuesta a insultos sobre el intestino detonan reflejos
autébnomos que comprenden modificaciones en el flujo gastrointestinal, la
secrecion y la motilidad asi como modificaciones de la funcién inmune.”® Se
explica asi, el por que la respuesta del endotelio difiriere ante la agresion por IR
si se protege o no la integridad del SNE.

Esto se traduce en que la destrucciéon del SNE con BAC evita que el
tratamiento con ketamina proteja a las neuronas encargadas de controlar las
respuestas reflejas que a su vez protegen al intestino de las lesiones

secundarias a IR.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Con los resultados de los experimentos desarrollados se rechaza la
hipétesis nula y acepta que el SNE participa en la activacion del endotelio

intestinal durante la isquemia intestinal transitoria. Se concluye que:

A. La IR intestinal (30-60 min):
e Provoca lesién en la mucosa intestinal.
e Aumenta la concentracion sérica de p-Selectina e ICAM-1

e |ncrementa el consumo de ATIII

B. La denervacion intestinal:
¢ No afecta significativamente la morfologia de la mucosa intestinal.
¢ No evita el dafio a la mucosa intestinal por IR

¢ No evita el incremento de p-Selectina ni el consumo de ATIII por IR.

C. El tratamiento con Ketamina antes del evento de IR:
e Protege la mucosa intestinal
e Evita el incremento de p-Selectina
e Evita el consumo de ATIII

e El efecto sobre la mucosa intestinal es dependiente de la dosis.
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D. El tratamiento con ketamina (50 mg/kg/dosis) en ratas desnervadas antes
de un evento de IR:
e Anula los efectos protectores de la ketamina sobre la mucosa
intestina y las concentraciones de p-Selectina y ATIII.

E. El efecto protector del bloqueo NMDA con ketamina, requiere la
integridad del SNE.

Durante el evento de IR es muy probable que el proceso de
excitotoxicidad se presente, la evidencia documentada sugiere, a través de la

activacion de receptores NMDA
La proteccion del SNE con bloqueadores del receptor NMDA protege al

intestino durante la agresién de IR, evita la activacién del endotelio, en

particular disminuye el consumo de ATIIl y la elevacion de p-Selectina.
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PERSPECTIVAS

El conocimiento que poseemos actualmente sobre la fisiopatologia de | a
IR y sus lesiones asociadas, presenta muchas lagunas. La informacion derivada

de esta tesis, podra ser complementada estudiando entre otros rubros:

a) La respuesta al tratamiento con ketamina de la oclusion arterial vs la
oclusién venosa.

b) La influencia del tiempo de isquemia sobre el efecto protector de la
ketamina.

c) La influencia del tiempo de reperfusién sobre el efecto protector de la
ketamina.

d) La identificacién del tipo de neuronas entéricas que sobreviven con el
tratamiento con ketamina.

e) La sinergia de otros mecanismos de proteccion como el pre-
acondicionamiento isquémico, los inhibidotes de xantin-oxidasa o

anticoagulantes.
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APENDICE A

TECNICAS DE CUANTIFICACION DE CITOCINAS

Técnica de cuantificacion de ICAM en suero de rata.

Se separo el suero de la sangre colectada durante las diferentes fases
del estudio y se congel6 a - 70°C, 12 hrs antes del ensayo se colocaron a - 20

°C y posteriormente a temperatura ambiente.

Para cuantificar la fraccién soluble de la Molécula de Adhesion
Intercelular-1 (ICAM), se utilizd6 una prueba de ELISA tipo sandwich de fase
sélida (Quantikine rat Sicam-1 R&D Systems, Inc.), especifica para la
cuantificacion de ICAM-1 en suero de rata. El ensayo utiliz6 un anticuerpo
monoclonal especifico para la fraccion soluble de ICAM-1 (sICAM-1) de rata,
fijado en pocillos de una microplaca. Los estandares, los controles y las
muestras fueron agregados a los pocillos y el sICAM presente se unié al
anticuerpo del pocillo, después de lavar y descartar otras sustancias se agregé
un anticu erpo policlonal especifico para el sICAM-1 de rata y unido a una
enzima. Después de lavar y remover los reactivos no unidos a la placa, se
agrego la solucién sustrato y la reaccion enzimatica generd un tinte azul que
cambia a amarillo cuando se agrega solucion “stop” . La medicion de la
intensidad del el color fue proporcional a la cantidad de sICAM-1 de rata unido
en el paso inicial. Los valores se obtienen de interpolar la absorbancia en una

curva de estandares. El kit tiene un rango de deteccion de1.2-4.1 pg/mL
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Componentes del Kit

1.- Microplaca para sICAM de Rata

2.- Conjugado de sICAM de rata.

3.- Diluyente para el conjugado.
4.- Estandar de sICAM de rata.
5.- Control de sICAM de rata.
6.- Diluyente para el ensayo.
7.- Diluyente calibrador.

9.- Amortiguador para lavado.
10.- Reactivo para tefir A.

11.- Reactivo para tefir B

12.- Solucion "stop"

13.- Cubre placas.

Procedimiento

Microplaca de poiestireno de 96
hoyos con anticuerpo especifico
para sICAM de rata.
Conteniendo anticuerpo
policlonal especifico para Sicam

de rata marcado con peroxidasa.

Peroxido de hidrégeno.
Cromdgeno (tetrametilbenzidina)

Solucién de acido hidrocloérico.

Las muestras de sangre se dejan coagular a temperatura ambiente por

2 horas. Se centrifugaron a 1000 x g por 30 minutos y separar el suero para

congelarlo a temperatura menor de 20 grados centigrados. Las muestras se

diluyeron 50 veces antes de utilizarse.
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Los reactivos se mantuvieron a temperatura ambiente antes de ser
utilizados:
1.- Preparacion del control de sICAM de rata:

Se reconstituy6 con agua destilada.

2.- Preparacioén del conjugado de sICAM:
El conjugado de sICAM de rata se agrego al diluyente del conjugado y se

protegio de la luz.

3.- Preparacion del amortiguador para lavado:
Se prepard agregando a los 25 mL del concentrado, 600 mL de agua

destilada para obtener 625 mL de Amortiguador para Lavado.

4.- Preparacion del Diluyente Calibrador:
Se diluyo el concentrado con 60 mL de agua destilada para preparar 80

mL de Diluyente Calibrador.

5.- Preparacién de la Solucién Sustrato:
Los reactivos para tefiir A y B se mezclaron 1:1 15 minutos antes de

utilizarlos. Se protegieron de la luz

6.- Preparacion del Estandar de sICAM de rata:

Se reconstituyo con 0.5 mL del Diluyente Calibrador.

7.- Dilucion del estandar:

Se prepararon 8 tubos; 6 con 200uL de Diluyente Calibrador cada uno y
dos mas.

Para diluir el estandar se agregaron al primer tubo 200 pL del estandar
de sICAM y se mezclé gentiimente. Luego se tomaron 200uL del tubo 1 y se

mezclo en el tubo 2 y asi sucesivamente. En un tubo mas, el estandar sin diluir
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sirvio como la concentracion mas alta y en otro tubo el diluyente calibrador

como el estandar 0 pg/mL

Se especifico la siguiente concentracion de cada tubo

Tubo-1 1000 pg/mL
Tubo-2 500 pg/mL
Tubo-3 250 pg/mL
Tubo-4 125 pg/mL
Tubo-5 62.5 pg/mL
Tubo-6 31.2 pg/mL
Tubo-7 2000 pg/mL
Tubo-8 0 pg/mL

La curva de calibraciéon (estandares) se prepararon simultdaneamente con

los sueros problema de acuerdo al siguiente esquema:

« Se agregaron 50 pL del diluyente para el ensayo

»Se agregaron 50 L de Estandar, control, o muestra

segun sea el caso

« Se cubre y se dejé incubar por 2 hrs. a temperatura

Ambiente

e Lavado por 5 veces

» Se agregaron 100 L de sICAM de rata

 Se cubre y se dejé incubar por 2 hrs. a temperatura

Ambiente

e Lavado por 5 veces

» Se agregaron 100 uL de solucién sustrato

» Se cubre, protege de la luz y se dejo incubar por 30 min.

a temperatura ambiente

» Se agregaron 100 yL de Solucién Stop

» Se leyeron a a 450 nm durante los siguientes 30 minutos

de la aplicacién de la “Solucién Stop”
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Técnica de cuantificacién de p-Selectina en suero de rata.

Se separo el suero de la sangre colectada durante las diferentes fases
del estudio y se congel6 a - 70°C, 12 hrs antes del ensayo se colocaron a - 20
°C y posteriormente a temperatura ambiente.

Para cuantificar la fraccion soluble de la molécula de adhesion
leucocitaria P-selectina (sP-Selectina), conocida también como: CD62P, GMP-
140 y/o LECAM-3, se utiliz6 una prueba de ELISA tipo sandwich de fase so6lida
(Quantikine mouse sP-Selectin R&D Systems, Inc.), especifica para la
cuantificacion de sP-Selectina de raton y/o de rata. El ensayo utilizé un
anticuerpo monoclonal especifico para la fraccion soluble de p-Selectina de
raton y/o de rata fijado en pocillos de una microplaca. Los estandares, los
controles y las muestras fueron agregados a los pocillos y la sP-Selectina
presente se unié al anticuerpo del pocillo, después de lavar y descartar otras
sustancias se agregd un anticuerpo policlonal especifico para la sP-Selectina
unido a una enzima. Después de lavar y remover los reactivos no unidos a la
placa, se agrego la solucidn sustrato y la reaccion enzimatica generd un tinte
azul que cambié a amarillo cuando se agrego la solucion “stop”. La medicién de
la intensidad del el color es proporcional a la cantidad de sP-Selectina de rata
unida en el paso inicial. Los valores se obtuvieron de interpolar la absorbancia
en una curva de estandares. El kit tiene un rango de deteccion de 0.007-0.018

ng/mL
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Componentes del Kit

1.- Microplaca para sP-Selectina de ratén

2.- Conjugado de sP-Selectina de raton

3.- Diluyente para el conjugado.

4.- Estandar de sP-Selectina de raton.
5.- Control de sP-Selectina de raton.
6.- Diluyente para el ensayo.

7.- Diluyente calibrador.

9.- Amortiguador para lavado.

10.- Reactivo para tefir A.

11.- Reactivo para tefir B

12.- Solucion "stop"

13.- Cubre placas.

Procedimiento

Microplaca de poiestireno de 96
hoyos con anticuerpo especifico
para sP-Selectina de raton.
Conteniendo anticuerpo
policlonal especifico para
sP-Selectina de ratéon y/o de rata

marcado con peroxidasa.

Peroxido de hidrégeno.
Cromodgeno (tetrametilbenzidina)

Solucién de acido hidroclérico.

Las muestras de sangre se dejan coagular a temperatura ambiente por

2 horas. Se centrifugaron a 1000 x g por 30 minutos y separar el suero para

congelarlo a temperatura menor de 20 grados centigrados. Las muestras como

fueron de suero de rata no se diluyeron antes de utilizarse.

Los reactivos se mantuvieron a temperatura ambiente antes de ser

utilizados:

1.- Preparacion del control de sP-Selectina de raton:
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Se reconstituy6 con agua destilada.

2.- Preparacién del conjugado de sP-Selectina de raton:
El conjugado de sP-Selectina de raton se agregé al diluyente del

conjugado y se protegio de la luz.

3.- Preparacion del amortiguador para lavado:
Se prepar6 agregando a los 25 mL del concentrado, 600 mL de agua

destilada para obtener 625 mL de Amortiguador para Lavado.

4.- Preparacion del Diluyente Calibrador:
Se diluyo el concentrado con 60 mL de agua destilada para preparar 80

mL de Diluyente Calibrador.

5.- Preparacién de la Solucién Sustrato:
Los reactivos para tefiir A y B se mezclaron 1:1 15 minutos antes de

utilizarlos. Se protegieron de la luz

6.- Preparacion del Estandar de sP-Selectina de raton:

Se reconstituyo con 0.5 mL del Diluyente Calibrador.

7.- Dilucion del estandar:

Se prepararon 8 tubos; 6 con 200uL de Diluyente Calibrador cada uno y
dos mas.

Para diluir el estandar se agregaron al primer tubo 200 pL del estandar
de sP-Selectina y se mezclo gentiimente. Luego se tomaron 200 pL del tubo 1
y se mezclo en el tubo 2 y asi sucesivamente. En un tubo mas, el estandar sin
diluir sirvié como la concentracion mas alta y en otro tubo el diluyente calibrador

como el estandar 0 pg/mL

Se especifico la siguiente concentracion de cada tubo
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Tubo-1 20 ng/mL

Tubo-2 10 ng/mL
Tubo-3 5 ng/mL
Tubo-4 25 ng/mL
Tubo-5 1.25 ng/mL
Tubo-6 0.62 ng/mL
Tubo-7 0.31 ng/mL
Tubo-8 0 ng/mL

La curva de calibraciéon (estandares) se prepararon simultdaneamente con

los sueros problema de acuerdo al siguiente esquema:

» Se agregaron 50 pL del diluyente para el ensayo

» Se agregaron 50 L de Estandar, control, o muestra

segun sea el caso

» Se cubre y se dejé incubar por 2 hrs. a temperatura

Ambiente

e Lavado por 5 veces

» Se agregaron 100 pyL de sP-Selectina de ratén

» Se cubre y se dejé incubar por 2 hrs. a temperatura

Ambiente

» Lavado por 5 veces

» Se agregaron 100 pL de solucion sustrato

» Se cubre, protege de la luz y se dejo incubar por 30 min.

a temperatura ambiente

» Se agregaron 100 pL de Solucién Stop

* Se leyeron a a 450 nm durante los siguientes 30 minutos

de la aplicacién de la “Solucién Stop”
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Técnica de cuantificacion de Antitrombina lll en suero de rata.

Se separo el suero de la sangre colectada durante las diferentes fases
del estudio y se congeld a - 70°C, 12 hrs antes del ensayo se colocaron a - 20

°C y posteriormente a temperatura ambiente.

Para cuantificar Antitrombina Il (ATIIIl), en suero de rata, se utilizé una
prueba de ELISA tipo sandwich de fase sdlida (Rat AntiThrombin Il ELISA
Quantitacion Kit, GenWay Biotech, Inc.), especifica para la cuantificacion de
ATIIlI de rata. El ensayo utilizé6 un anticuerpo monoclonal especifico para ATIII
de rata fijado en pocillos de una microplaca. Los estandares, los controles y las
muestras fueron agregados a los pocillos y la ATIll presente se uni6 al
anticuerpo del pocillo, después de lavar y descartar otras sustancias se agregé
un anticuerpo policlonal especifico para la ATIIl unido a la enzima peroxidasa
de rabano. Después de lavar y remover los reactivos no unidos a la placa, se
agrego la soluciéon sustrato y la reaccion enzimatica generd un tinte azul que
cambié a amarillo cuando se agregd la solucidon “stop”. La medicion de la
intensidad del el color es proporcional a la cantidad de ATIII de rata unida en el
paso inicial. Los valores se obtuvieron de interpolar la absorbancia en una curva

de estandares.

Componentes del Kit

1. - Diluyente concentrado. 50 mL de amortiguador “PBS”
concentrado.

2.- Amortiguador para lavado.

3.- Conjugado de enzima-anticuerpo Anticuerpo anti-ATIll de rata
Conjugado con peroxidasa.

4.-Solucion sustrato-cromégeno 3,3°,5,5 tetrametibenzidina y
peroxido de hidrogeno en
amortiguador de acido citrico
apH3.3
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5.- Solucién "stop" Solucion de acido sulfurico.

6.- Microplaca para Antitrombina Ill de rata  Microplaca de poiestireno de 96
hoyos con anticuerpo especifico
para ATIII de rata.

7 .- Calibrador de Antitrombina Ill de rata.

Procedimiento

Las muestras de sangre se dejan coagular a temperatura ambiente por
2 horas. Se centrifugaron a 1000 x g por 30 minutos y separar el suero para
congelarlo a temperatura menor de 20 grados centigrados. Las muestras se

diluyeron antes de utilizarse 1:10 000.

Los reactivos se mantuvieron a temperatura ambiente antes de ser
utilizados:
1.- Preparacion del diluyente:

Se diluyo 1:5 con agua destilada.

2.- Preparacién del amortiguador para lavado:

Se preparo diluyendo el concentrado 1:20 con agua destilada.

3.- Preparacién del conjugado enzima-anticuerpo:
Se agrega 100 pL del conjugado a 10 mL de diluyente.
4.- Preparacion del estandar de Antitrombina Il de rata:
Se reconstituyé con 1.0 mL de agua destilada a el Calibrador de ATIIIl de

rata, se obtiene una concentracion de 1.2 ug/mL de ATIII de rata.
5.- Dilucién del estandar:

Se prepararon 6 tubos con 250 pL de diluyente. Para diluir el estandar se

agregaron al primer tubo 180 pL del estandar de ATIIl y 110 pyL de diluyente, se
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mezcld gentilmente. Luego se tomaron 250uL del tubo 1 y se mezclé en el tubo

2 y asi sucesivamente.

Se especifico la siguiente concentracion de cada tubo

Tubo-1 400 ng/mL
Tubo-2 200 ng/mL
Tubo-3 100 ng/mL
Tubo-4 50 ng/mL
Tubo-5 25 ng/mL
Tubo-6 12.5 ng/mL

La curva de calibracién (estandares) se prepararon simultdneamente con

los sueros problema de acuerdo al siguiente esquema:

» Se agregaron 100 pL del diluyente para el ensayo a cada hoyo.

» Se agregaron 100 pL de estandar, control, o muestra

segun sea el caso a cada hoyo.

» Se cubre y se dejé incubar por 1 hrs. a temperatura

ambiente

» Lavado por 3 veces

» Se agregaron 100 pL de conjugado enzima-anticuerpo previamente diluido

» Se cubre y se dejo incubar por 30 min. a temperatura
ambiente

e Lavado por 3 veces

» Se agregaron 100 uL de solucién sustrato

» Se cubre, protege de la luz y se dejo incubar por 10 min.

a temperatura ambiente

» Se agregaron 100 uL de Solucién Stop

» Se leyeron a a 450 nm durante los siguientes 30 minutos

de la aplicacién de la “Solucién Stop”
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APENDICE B

TECNICA HISTOLOGICA
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APENDICE B

TECNICA HISTOLOGICA

Las muestras se colocaran en el procesador de tejidos automatico:
Histokinette, donde se llevara a cabo la deshidratacién, la aclaracion y la

preinclusion de las porciones intestinales en estudio, siguiendo la siguiente

secuencia:

0.- Formol al 10% (si el material esta sin fijar) 2 hrs. minimo.
1.- Alcohol etilico al 60% 60 minutos.
2.- Alcohol etilico al 70% 60 minutos.
3.- Alcohol etilico al 80% 60 minutos.
4.- Alcohol etilico al 96% 60 minutos.
5.- Alcohol etilico al 96% 60 minutos.
6.- Alcohol etilico al Absoluto (100%) 60 minutos.
7.- Alcohol etilico al Absoluto (100%) 60 minutos.
8.- Etanol — Xilol (1:1) 60 minutos.
9.- Xilol 60 minutos.
10.- Xilol 60 minutos.
11.- Parafina liquida a 56°C (1° bafo) 60 minutos.
12.- Parafina liquida a 56°C (2° bafio) 60 minutos.

Posteriormente se incluyen en bloques de parafina y se cortan en un
Micrétomo Rotatorio tipo Minot en cortes de 5 micrometros de espesor los

cuales se montan en portaobjetos y se tefiiran con hematoxilina y eosina.
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APENDICE C

TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA
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APENDICE C

COLORACION CON HEMATOXILINA'Y EOSINA

1.- Xilol

2.- Etanol-Xilol

3.- Etanol absoluto

4.- Alcohol 96%

5.- Agua destilada

6.- Hematoxilina de Gill

7.- Agua de la llave (2 lavados)
8.- Alcohol acido

9.- Agua de la llave (2 lavados)
10.- Agua amoniacal

11.- Agua de la llave (2 lavados)
12.- Agua destilada

13.- Eosina

14.- Alcohol 96%

15.- Alcohol 96%

16.- Etanol absoluto (2 cambios)
17.- Etanol-Xilol

18.- Xilol

19.- Xilol

5 min

5 min.

2 min.

2 min.

enjuague lento.

2 min.

enjuague lento.

1 inmersién rapida.
enjuague lento.

2 inmersiones rapidas.
enjuague lento.
enjuague lento.

6 inmersiones.
enjuague breve.

1 min.

2 min.

3 min.

2 min.

3 min.

20.- Montaje (resina sintética o Entellan).

73



RESUMEN AUTOBIOGRAFICO

Francisco Javier Guzman de la Garza
Candidato para el Grado de

Doctor en Medicina

Tesis:PARTICIPACION DEL SISTEMA NERVIOSO ENTERICO Y LOS
RECEPTORES NMDA EN LA ACTIVACION DEL ENDOTELIO
INTESTINAL DURANTE LA LESION POR ISQUEMIA-REPERFUSION

Campo de Estudio: Ciencias de la Salud

Biografia:
Datos

Personales: Nacido en Monterrey, Nuevo Leon el 22 de Noviembre

de 1970, hijo del Lic. Francisco Javier Guzman Saenz y la Sra. Laura

Estela

Educacion:

de la Garza Morales.

Medico Cirujano y Partero, egresado de la Facultad de Medicina de
la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn 1988 - 1994

Maestria en Ciencias con Especialidad en Fisiologia, egresado de
la Escuela de Graduados de la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn en 1995-1998

Especialidad en Pediatria en el Hospital Infantii de Monterrey,
avalado por la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledén en 1998 -
2001

Experiencia Profesional:

Profesor del Departamento de Fisiologia de la Facultad de
Medicina, de la UANL desde el 2002.

Profesor de Catedra del Departamento de Ciencias Basicas
Médicas del ITESM desde 2001

Médico Pediatra, Clinica Cuauhtémoc y Famosa, S.A. de C.V. en
Monterrey, N.L. desde el 2002.

Organizaciones Profesionales:

Colegio de Pediatria del Estado de Nuevo Leon, A.C.
Sociedad Mexicana de Ciencias Fisiolégicas, A.C.

74



	TESIS FCO J GUZMAN (PORTADA)   PARTICIPACION DEL SISTEMA NER
	TESIS FCO J GUZMAN (EXTENSO)   PARTICIPACION DEL SISTEMA NER

