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RESUMEN

La injuria intestinal es una de las causas de la activacién de macréfagos, monocitos y neutréfilos de la
ldmina propia y se acompana un aumento en la permeabilidad y la translocacién bacteriana. Debido a la
accién de los mediadores liberados en la activacién del sistemna inmune local la injuria llega a autoperpetuarse
a través de la generacién de una respuesta inflamatoria descontrolada. La hipétesis de trabajo del presente
estudio propone que la liberacién local de citoquinas y demés mediadores induciria la apoptosis en el sistema
linfoide asociado al intestino generando un estado de inmunosupresién local que crearfa un sistema inmune
debilitado e incapaz de responder con esta primera linea de defensa al ingreso de patégenos y sus productos
téxicos a la circulacién sistémica generando y/o perpetuando de este modo una respuesta inflamatoria
sistémica que de progresar llevarfa a la falla multiorgénica.

El objetivo del presente estudio es estudiar la presencia de apoptosis en células mononucleares de
ganglios mesentéricos, timo y bazo en un modelo de isquemia y reperfusién mesentérica en rata. Este modelo
es considerado representativo de diversas situaciones clinicas que se basan en estados de I-R intestinal.

Los animales fueron divididos en cuatro grupos: 1) sometidos a la I-R intestinal, 2) sometidos a una
laparotomia, 3) bajo el efecto de anestesia y finalmente 4) en un estado basal. Los primeros dos grupos son
animales con injurias previas a la remocién de 6rganos, ya sea por manipulacién quirtrgica o por la isquemia
y reperfusién intestinal. Por el contrario, en los dos tltimos grupos (control fisiolégico y del efecto de la
anestesia) los animales no sufren ningtn tipo de injuria previo a la extraccién de érganos. La presencia de
apoptosis se determiné mediante la deteccién de la fragmentacién del ADN (marcador de apoptosis) por las
técnicas de electroforesis en geles de agarosa, TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase mediated
dUTP Nick End Labelling) y citometria de flujo. Se realiz6 también un estudio morfolégico de la apoptosis con
microscopia de fluorescencia.

Los niveles de apoptosis resultaron ser significativamente diferentes entre los animales injuriados y los
no injuriados al ser estudiados mediante geles de agarosa y TUNEL, pero no por deteccién de células
hipoploides por citometria de flujo.

En base a los resultados obtenidos proponemos como mecanismo posible para la inmunosupresién
local y sistémica post-injuria a la apoptosis en células mononucleares inmunitarias. Esto crearfa un sistema
inmune debilitado que frente a nuevos eventos de translocacién bacteriana no controlados llevaria a una

dispersién de la carga bacteriana y como consecuencia a una recurrencia del estado séptico.



INTRODUCCION

Bajo condiciones normales el intestino cumple con las funciones de digestién y absorcién de
nutrientes, secrecién de productos endocrinos y formacién de una barrera contra bacterias intraluminales. Sin
embargo, el normal desarrollo de estas funciones puede verse afectado por numerosas alteraciones
patolégicas *.

El concepto “translocacién bacteriana” es blanco hasta hoy de discusién, sin embargo, es
generalmente considerado como el pasaje de bacterias vivas o muertas y productos bacterianos (exo y
endotoxinas y fragmentos de pared celular) desde el lumen intestinal a sitios extra-intestinales estériles.
Aparentemente, el intestino impedirfa que esto ocurra mediante dos componentes: el primero es un
componente inespecifico constituido por el tejido epitelial con sus complejos de uniones estrechas
intercelulares (tight junction), una capa de mucus que recubre el epitelio y poblaciones de bacterias
normalmente residentes, especialmente la poblacién de bacterias anaerobias (FIGURA 1) %. El segundo
componente es el especifico y junto con los ganglios mesentéricos forma parte del tejido linfoide asociado al
intestino (Gut-Associated Lymphoid Tissue, GALT) que consta de: (1) linfocitos intraepiteliales, generalmente
linfocitos T citotéxicos (CD8*); (2) una poblacién difusa linfocitaria en la lamina propia principalmente
constituida por linfocitos T colaboradores y un gran nimero de linfocitos B y células plasméticas; (3) placas de
Peyer (en el intestino delgado) y nédulos linféticos (en el intestino delgado y grueso) que difieren en tamario
pero no en funcién ni caracteristicas histolégicas. Estos nédulos linfaticos contienen fundamentalmente
linfocitos B y poca cantidad de linfocitos T colaboradores, estos tltimos ubicados en la regién interfolicular
(FIGURA 2). En la superficie luminal de las placas de Peyer se encuentran células fagociticas especializadas
denominadas células M debajo de las cuales se hallan células presentadoras de antigenos como macréfagos y
células dendriticas. La célula M se diferencia de la célula epitelial en cuanto a que no actta como una célula
presentadora ya que no realiza ningtn tipo de procesamiento del antigeno sino que solo actiia como una
puerta en el pasaje de antigenos desde la luz intestinal hacia los foliculos linfoides (FIGURA 3). Por (ltimo, los
linfocitos B de las placas de Peyer al tomar contacto con antigenos comienzan a sintetizar ADN y expresar IgA
(principal inmunoglobulina de las secreciones) para luego madurar en ganglios mesentéricos y volver a la

lamina propia intestinal como plasmoblastos que sintetizan IgA **.

FIGURA 1: Componente inespecifico de la barrera intestinal.
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FIGURA 2: Componente especifico de la barrera intestinal.
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FIGURA3: Esquema de Célula M.
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Datos experimentales y clinicos han demostrado un incremento en la permeabilidad intestinal en
situaciones que desembocan en falla multiorgdnica como quemaduras severas, isquemia mesentérica, shock
hemorrégico, peritonitis estéril y administracién de endotoxina ®.

La isquemia intestinal, shock e insultos relacionados rdpidamente producen una injuria caracteristica
en la mucosa intestinal. Chiu y colaboradores han caracterizado esta injuria teniendo en cuenta tres
pardmetros principales: el denudamiento del tejido epitelial, la congestién vascular y la infiltracién linfocitaria.
Seglin la aparicién secuencial de estos marcadores en cortes histolégicos se establecié un sistema de
clasificacién del grado de injuria de la mucosa intestinal que va desde un grado O (mucosa intacta) a un grado
5 (destruccién de la mucosa). Por otro lado Chiu también ha demostrado que el grado de injuria de la
mucosa intestinal guarda una relacién directamente proporcional al tiempo de isquemia e inversamente
proporcional al flujo sanguineo ®. Los cambios en la mucosa intestinal luego de una oclusién total del flujo
sanguineo comienzan a ser visibles a los 20 minutos al microscopio éptico 7 y a los 5 minutos al microscopio
electrénico ®. Por (ltimo, si se perfunde intraluminalmente el intestino con soluciones que contengan oxigeno
luego de ocluir la arteria mesentérica se logra prevenir la injuria de la mucosa intestinal %; esto es una fuerte

evidencia de la naturaleza hipéxica de la injuria intestinal.



Paradéjicamente, la reperfusién del tejido isquémico induce un mayor dafio '°. Se ha comprobado
que la reperfusién hipéxica resulta en una muy pequena injuria, esto sugiere que el retorno de sangre
oxigenada al tejido isquémico inicia una reaccién que promueve un dafo atin mayor al ya producido en el
perfodo de isquemia. Los componentes del dafio por reperfusién son los radicales libres, citoquinas y demés
mediadores producidos y liberados durante la activacién de macréfagos, mastocitos y neutréfilos 4.

Un factor importante en la generacién de radicales libres durante la reperfusién es la conversién,
mediante un proceso proteolitico, de la enzima xantino deshidrogenasa (normalmente presente en la mucosa
intestinal) en la enzima xantino oxidasa. Esta conversién, junto con un aumento en los niveles de hipoxantina
tienen lugar durante el perfodo de isquemia. La hipoxantina y el oxigeno son los sustratos utilizados por la
xantino oxidasa para la generacién del anién superéxido (especie altamente reactiva del oxigeno), por lo
tanto, al reperfundir un tejido isquémico se torna disponible el sustrato que faltaba para la reaccién (oxigeno)
y el anién superéxido comienza a producirse 5.

Otros componentes del dafio por reperfusién implican la activacién de mastocitos y neutréfilos.
Kanwar y colaboradores sostienen que la generacién de radicales libres durante la reperfusién causarfa la
desgranulacién de mastocitos residentes de la mucosa intestinal que llevaria a una reclutamiento y activacién
de neutréfilos al tejido. Los mediadores liberados como producto de estas activaciones aportarfan a la
generacién de la lesién de la mucosa intestinal *®. Ya sea por un efecto directo o a través de la activacién de
mastocitos y neutréfilos el papel de los radicales libres en la injuria intestinal por isquemia y reperfusién es
fundamental. Esto se ha demostrado a través de estudios de inhibicién de la xantino oxidasa (con allopurinol)

o de eliminacién de radicales libres a través de la enzima superoxido dismutasa '8,

Por otro lado, el aumento de permeabilidad intestinal como consecuencia de la injuria de la mucosa
ha sido relacionado con el desarrollo de la falla multiorgnica y del sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica %'°. En estas condiciones ademés se ha detectado, clinica y experimentalmente un sindrome de
inmunosupresién sistémico que podria ser la causa de la recurrencia de un estado séptico en el paciente 2!,
A pesar de que se desconoce el mecanismo por el cual se llega a este estado de inmunosupresién, se sabe que
tanto la translocacién bacteriana como los componentes del dano por reperfusién estimulan la liberacién de
mediadores por parte del sistema inmune local creando una respuesta inflamatoria descontrolada. Entre estos
mediadores se encuentran citoquinas (TNFa, IL-1, IL-6) 2*%%, éxido nitrico, eicosanoides, leucotrienos vy el

anién superéxido, conocidos algunos como inductores de apoptosis 2528,

El proceso de apoptosis puede ser definido como una “autodestruccién celular dirigida
genéticamente” o muerte celular programada y fue descripta por primera vez en 1972 por los investigadores
Kerr y Wyllie, quienes la presentaron como un proceso de muerte celular diferente a la necrosis *°. La
apoptosis es comtin en células eucariotas y tiene lugar fisiolégicamente durante la embriogénesis, regresién de
tumores y eliminacién de linfocitos T auto-reactivos en el timo. Las células apoptéticas pueden ser
reconocidas por cambios morfolégicos, bioquimicos y moleculares caracteristicos que pueden ser agrupados
en tres diferentes etapas sucesivas en el tiempo. La primera etapa denominada la etapa temprana se
caracteriza por la disminucién del tamano celular, condensacién de la cromatina, alteracién de la asimetria de

los fosfolipidos de la membrana plasmética, fragmentacién del ADN en fragmentos de aproximadamente
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50kb (kilobases) por una nucleasa Ca?*-dependiente, activacién de proteasas tipo CASPASAS (Cistein-Acido
aspértico proteasas) y aumento de los niveles citoplasméticos de calcio. En la segunda etapa o intermedia
tienen lugar una reduccién atin mayor del tamaro celular, una disminucién del pH intracitoplasmético y la
fragmentacién internucleosomal del ADN en fragmentos de 180 a 200 pb (pares de bases) ahora por una
nucleasa Ca®**Mg?*-dependiente. Por tltimo en la tercera etapa o tardfa tienen lugar la pérdida de la funcién
de la membrana, activacién de transglutaminasas, blebbing de la membrana plasmética que consta de
evaginaciones que luego por estrangulamiento darédn origen a los cuerpos apoptéticos. Por ofro lado, se
conoce que el proceso de apoptosis puede desencadenarse frente a estimulos fisicos (radiaciones ionizantes,
hipertermia), sustancias téxicas (azida, peréxido de hidrégeno), radicales libres, infecciones virales, citoquinas
(TNFa,, TGFB), deplecién de factores de crecimiento, deprivacién de nutrientes, oxidantes y mecanismos
relevantes inmunolégicos (accién de linfocitos T citotéxicos) entre otros (FIGURA 4) %3¢,

FIGURA 4: Proceso apoptético.
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Teniendo en cuenta que frente a una translocacién bacteriana intestinal el sistema inmunolégico local
libera muchos de los estimulos de la apoptosis antes mencionados se hace muy interesante la posibilidad de
considerar a la apoptosis como un mecanismo que interviene en la inmunodepresién luego de una injuria a
nivel de la mucosa intestinal.

El objetivo del presente estudio es investigar la presencia de apoptosis en las células
mononucleares de ganglios mesentéricos, bazo y timo, en un modelo en rata de isquemia y
reperfusién intestinal.

Se propone como hipétesis de trabajo que los linfocitos de ganglios mesentéricos, bazo y
timo pueden sufrir un proceso de apoptosis inducido por la agresién resultante de la isquemia y
reperfusion del territorio mesentérico, FIGURA 5. Ademés se plantea como hipétesis alternativa que la
apoptosis del ganglio mesentérico bien podria ser un proceso fisiolégico explicador de la tolerancia oral y
delecién clonal extratimica frente a antigenos beneficiosos. Sin embargo, debido a lo importante de la injuria

de la isquemia y reperfusién, este mecanismo deberfa ser cuanti y/o cualitativamente diferente.

FIGURA 5: Hipétesis principal del trabajo.
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES: Cuarenta y ocho ratas Wystar hembras (2 a 3 meses) fueron distribuidas en 4 grupos. En el
primer grupo o GRUPO EXPERIMENTAL (GE), se efectué una laparotomia, se expuso el intestino y se
colocé un clamp en la arteria mesentérica superior durante 30 minutos (tiempo de isquemia). Al retirar el
clamp se esperaron 15 minutos (tiempos de reperfusién) y se removieron los ganglios mesentéricos, bazo y
timo colocéndolos en HBSS (Gibco, Grand Island, NY, USA, pH=7.4) en frio. El intestino delgado también
fue removido. Al segundo grupo o GRUPO SHAM (GS) se le practicé una laparotomia, movilizacién intestinal
sin clampeo de la arteria mesentérica y remocién de los érganos a los 45 minutos. En el tercer grupo o
GRUPO CONTROL ANESTESIA (GCA) los animales fueron sometidos tnicamente a los efectos de la
anestesia durante 45 minutos y posterior remocién de los érganos. Por tltimo, en el GRUPO CONTROL
BASAL (GCB) fueron removidos los érganos de los animales inmediatamente luego de la anestesia. En todos
los grupos los animales fueron anestesiados mediante una inyeccién intraperitoneal de Hidrato de Cloral al
7% en una dosis de 1ml/ 200gr.

OBTENCION DE LAS SUSPENSIONES CELULARES: Los ganglios mesentéricos, el bazo y el timo
fueron removidos, separados de todo resto de tejido contaminante y se los colocé en HBSS (Gibco, Grand
Island, NY, USA, pH=7.4) frio. Las suspensiones celulares se obtuvieron por fragmentacién y pasaje a través
de una malla de acero inoxidable. Posteriormente, las células fueron lavadas dos veces con HBSS frio. A la
suspencién celular de esplenocitos se la centrifugdé y resuspendié con agitacién continua en 40 ml una
solucién lisante de eritrocitos (1.56 M CINH,, 0.1 M HCO,K, 1.3 M EDTA) y se la dejé 10 minutos en un
agitador. Por tltimo, se realizaron 2 lavados con HBSS frio. En todos los casos, se realizé el conteo de células

viables por el método de exclusién de azul tripdn en microscopio éptico.

ANALISIS MORFOLOGICO DE LA INJURIA DE LA MUCOSA INTESTINAL: Luego de ser
removidos el intestino y parte de los ganglios mesentéricos se los sumergié inmediatamente en formol buffer al
10% e incluyé en parafina. El grado de dafio de la mucosa intestinal segin la clasificacién histolégica en 6
grados de Chiu y colaboradores ® y la arquitectura de los ganglios fueron estudiadas a través de una tincién

Hematoxilina-Eosina.

ANALISIS DE LA PRESENCIA DE APOPTOSIS: La presencia de apoptosis fue evaluada tanto en
suspensiones celulares (ganglios mesentéricos, timo y bazo) como en cortes histolégicos (intestino y ganglios
mesentéricos).

ANALISIS MORFOLOGICO POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA: Se resuspendieron 1x10°
células de ganglios mesentéricos, timo o bazo en 25 ul de HBSS (Gibco, Grand Island, NY, USA, pH=7.4)
frio, se les agregé 1 ul de la mezcla de colorantes ( 100pg/ml Bromuro de Etidio [Sigma Chemical, St Louis,
MO, USA], 100ug/ml Naranja de Acridina [Sigma Chemical, St Louis, MO, USA]) en PBS y se observé
inmediatamente al microscopio de fluorescencia *’.

DETECCION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN EN GELES DE AGAROSA: A 4x10° células de
las suspensiones celulares de ganglios mesentéricos, timo o bazo se las centrifufé 5 minutos a 200g y se las
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resuspendié con 500ul de buffer de lisis (0.2% Tritén, 10mM TrisCl, 1mM EDTA). Luego de centrifugarlas 10
minutos a 10000g se separaron dos fracciones P (pellet) y S (sobrenadante) correspondientes al ADN
genémico y al fragmentado respectivamente. Se transfirié6 a otro tubo el sobrenadante y al pellet se le
agregaron otros 500 pl de buffer de lisis quedando dos fracciones de ADN para cada muestra. A ambas
fracciones se les agregé 100 pl de NaCl 5M frio y 700 pl de isopropanol frio, se las dejé 18 horas a -20°C y se
las centrifugd (10 minutos a 13000g) descartandose el sobrenadante. Se lavé el pellet con etanol 70% frio.
Luego de una nueva centrifugacién (10 minutos a 13000g) se descart6 el sobrenadante, se centrifugd
rapidamente para retirar los restos de etanol y el ADN se secé bajo una lédmpara de 75 volts. El ADN se
resuspendi6 en buffer TE (10mM TrisCl, 1mM EDTA) y se incubé a 40°C con agitacién durante 48hs. Por
Gltimo se corri6 el ADN en un gel de agarosa al 1% durante 1 hora a 100 volts *.

DETECCION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN POR CITOMETRIA DE FLUJO. ANALISIS
DE LA PRESENCIA DE CELULAS HIPOPLOIDES: Se resuspendieron 2x10’ células de ganglios
mesentéricos, timo o bazo en 2 ml de una mezcla de partes iguales de RPMI (Gibco, Grand Island, NY, USA,
pH=7.4) con Suero Fetal Bovino decomplementado por calor (BIOSER, Argentina) y se las permeabilizé con
7 ml de etanol 70% frio agitando continuamente. Las muestras asi tratadas fueron guardadas a 4°C (de 2
horas a 15 dias). Para el anélisis de hipoploidia las células ya permeabilizadas fueron resuspendidas en 50 pl
de buffer citrato fosfato (0.2M Na,HPO,, 0.1M &cido citrico), 100 pul de RNAsa (Gibco, Grand Island, NY,
USA, 1 mg/ml) y 1 ml de loduro de Propidio (Sigma Chemical, St Louis, MO, USA, 0.05mg/ml) y se las
incubé 30 minutos. Se filtr6 la muestra y luego de una hora se analizé en un citémetro de flujo FACScan
Becton Dickinson, con el programa de anélisis CELLFIT/Lysis I 34,

DETECCION IN-SITU DE LA FRAGMENTACION DEL ADN EN CORTES HISTOLOGICOS POR
LA TECNICA DEL TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase mediated dUTP Nick End
Labelling) : La técnica se aplicé sobre cortes histolégicos de intestino delgado y ganglios mesentéricos
siguiendo las instrucciones del fabricante del kit comercial Apoptag peroxidasa (Oncor, Gaitherburg, USA). La
técnica basicamente consta de la sucesién de los siguientes pasos: desparafinizacién de los cortes, digestién
proteica con proteinasa K, equilibracién del tejido para una mejor reaccién enzimética, reaccién enzimética de
adicién de dUTP marcado con digoxigenina por la desoxinucleotidil transferasa terminal, detencién de la
reaccién, incubacién con peroxidasa anti-digoxigenina, revelado con diaminobencidina, leve tincién con
hematoxilina (u otro colorante que permita observar la arquitectura del tejido) y finalmente el montaje del
corte. Se conté el nimero de nicleos apoptéticos en 10 campos de alta resolucién (400X) en microscopio

6ptico y se lo consideré como indice de apoptosis 142,

ANALISIS ESTADISTICO: Test de Krustal Wallis y Dunn test (Primer of Biostatistics para DOS 6.0),
prueba “Z” para proporciones y ANOVA de un factor fueron utilizados para determinar diferencias
significativas entre los distintos grupos. El nivel de significacién considerado fue de p < 0.05 y de p< 0.001
para el test Krustal Wallis.



RESULTADOS

DANO DE LA MUCOSA INTESTINAL: De acuerdo a la clasificacién histolégica establecida por Chiu y
colaboradores, como se observa en las FIGURAS 6 y 7, la mucosa intestinal de los tres grupos controles
(GCB, GCA y GS) present6 fundamentalmente danos de grados O y 1, es decir que generalmente la mucosa
se encontraba intacta o llegaba a detectarse en la punta de las vellosidades el desarrollo de un espacio
subepitelial denominado “espacio de Gruenhagen”. En el grupo GS, sin embargo, también fue evidente un
grado 2 de injuria donde lo que se detecta es una pequena dispersién del espacio de Gruenhagen. Por Gltimo,
en el grupo experimental (GE) ya no se observaba la mucosa intestinal intacta (grado 0) sino por el contrario
se observaba un aumento en la frecuencia del grado 3 de injuria donde se observa una masiva dispersién del
espacio subepitelial a los laterales de las vellosidades y en algunos casos pueden detectarse denudamientos de
las extremidades de las vellosidades. También en este grupo son evidentes la infiltracién linfocitaria v la
congestién vascular. Por lo tanto, la isquemia y reperfusién intestinal a la que fueron sometidos los animales

alcanzé injuriar visiblemente a la mucosa intestinal.

GRADO DE INJURIA DE LA MUCOSA INTESTINAL SEGUN
LA CLASIFICACION DE CHIU

o
I

£y
I

Frecuencia

0 0

0 T T T
G-0 G-1 G2 G-3 G-0 G-1 G-2 G-3 G-0 G-1 G2 G-3 G-0 G-1 G-2 G-3
INTESTINO - GCB INTESTINO - GCA INTESTINO - GS INTESTINO - GE

T T T

FIGURA 6: Los ntimeros sobre las columnas representan ntimero de casos de cada grado de injuria en los
distintos grupos. G-0: Grado 0, G-1: Grado 1, G-2: Grado 2, G-3: Grado 3; GCB: Grupo Control Basal,
GCA: Grupo Control Anestesia, GS: Grupo Sham, GE: Grupo Experimental.

FIGURA 7: Cortes histolégicos de intestino mostrando la mucosa intestinal de animales de grupos injuriados

y no injuriados.



FIGURA 7 A: Corte histolégico de intestino delgado de un animal del grupo GCB (Grupo Control Basal)
con tincién Hematoxilina-Eosina. Grado 0 de injuria a la mucosa, la arquitectura y caracteristicas histol6gicas

son normales. Aumento 100X.

FIGURA 7 B: Corte histolégico de intestino delgado de un animal del grupo GE (Grupo Experimental) con
tincién Hematoxilina-Eosina. Grado 3 de injuria a la mucosa, se observa infiliracién linfocitaria y
denudamiento de tejido epitelial de la vellosidad. Aumento 200X.
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FIGURA 7 C: Hematoxilina-Eosina también de un grado 3 del GE. En este corte es més evidente la
infiltracién linfocitaria. Aumento 100X.

FIGURA 7 D: Como en los casos presentados en las figuras 7B y 7C, este también es un grado 3 del grupo

GE donde se visualiza una marcada congestién vascular, con claros aciimulos de eritrocitos (este también es

un parametro de evaluacién de la injuria de la mucosa intestinal). Aumento 100X.
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ANALISIS MORFOLOGICO DE CELULAS APOPTOTICAS POR MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA: En primer lugar la apoptosis fue evaluada morfolégicamente en suspeniones celulares
de timo, bazo y ganglio mesentérico mediante la técnica de tincién con bromuro de etidio/naranja de acridina
y visualizacién por microscopia de fluorescencia. Se observaron morfologias tipicas de células apoptéticas
como la condensacién de la cromatina, el fenémeno de blebbing y la aparicién de cuerpos apoptéticos

(pequenos cuerpos con cromatina condensada). Estos patrones pueden ser apreciados en la FIGURA 8.

FIGURA 8: Morfologfa de células normales y apoptéticas en el microscopio de fluorescencia.

FIGURA 8 A: Patrén apoptético en una célula viable. La tincién se realiza con bromuro de etidio y naranja
de acridina, ambos colorantes de ADN. El bromuro de etidio es excluido en células viables pero no el naranja
de acridina, por lo tanto estas se veran con el nticleo verde. Por el contrario, en las células no viables el ntcleo
se visualizard naranja. Se encuentran células con morfologfas tipicas de la apoptosis tanto entre las células
viables como entre las no viables debido a que en las primeras etapas de la apoptosis la integridad de
membrana no se pierde. En la foto se observa una célula mononuclear viable apoptética de bazo del grupo
GE. Esta célula esta sufriendo el proceso denominado blebbing (flecha blanca) que consta de evaginaciones

de la membrana que luego darén origen a los cuerpos apoptéticos por estrangulamiento. Aumento 800X.



viable normal con cromatina laxa (asterisco blanco). La muestra corresponde a bazo del grupo GE. Aumento

800X.

FIGURA 8 C: Célula mononuclear no viable apoptética con diferente patrén de condensacién de cromatina
(flecha blanca) y célula no viable (asterisco blanco). La muestra corresponde a ganglio mesentérico del grupo

GE. Aumento 800X.



esta sufriendo el proceso de blebbing (flecha blanca). Aumento 800X.

DETECCION DE APOPTOSIS EN GELES DE AGAROSA: La fragmentacién internucleosomal del
ADN, tipica del fenémeno apoptético, puede ser detectada a través de una corrida electroforética en geles de
agarosa como la presencia de un patrén en escalera de fragmentos de ADN de 180pb. Las muestras
correspondientes a ganglios mesentéricos, timo y bazo se corrieron en geles de agarosa al 1 % y se determiné
el porcentaje de casos en los que se observé el ADN fragmentado con respecto al total de muestras corridas
de cada érgano y de cada grupo, a este pardmetro de lo denominé "indice apoptético por geles de agarosa'.
En la FIGURA 9 se observa un gel con un patrén apoptético positivo en las calles correspondientes a ganglios
mesentéricos de los grupos injuriados, es decir, GS y GE. Por otro lado, los "indices apoptéticos por geles de
agarosa” se muestran el gréfico de barras de la FIGURA 10. En él se observa que los ganglios mesentéricos
presentan un porcentaje significativo de casos con apoptosis positiva en animales no injuriados (GCB, GCA).
En los animales sometidos tanto a stress quirtirgico como a la isquemia y reperfusién intestinal se observa un
aumento en el indice apoptético, es decir, que la apoptosis es més frecuente en estos grupos. Por otro lado,
tanto en bazo como en timo, el nivel apoptético resulté ser muy bajo o nulo en los grupos basales GCB y
GCA y se vio aumentado en los animales injuriados (grupos GS y GE). Estas diferencias resultaron ser
significativas aplicando el “Z” test para proporciones. El niimero de animales por grupo fue de 11-12.
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FIGURA 9: Patrén apoptético de fragmentacién
internucleosomal del ADN. Se extrajo ADN de suspenciones
celulares de bazo, timo y ganglios mesentéricos y la fraccién de
ADN fragmentado (S) se corrié en un gel de agarosa al 1% (la
del ADN genémico (P) que fue corrida por separado como
control de la técnica de extraccién). El gel muestra el resultado
luego de la corrida del ADN fragmentado de animales que
pertenecen a los grupos GS y GE. M: marcadores de peso
molecular. B-GS: bazo-GS, B-GE: bazo-GE, GM-GS:
ganglio mesentérico-GS, GM-GE: ganglio mesentérico-GE, T-
GS: timo-GS, T-GE: timo-GE. Solo se observa un patrén
apoptético de bandas en escalera en las calles
correspondientes a ganglios mesentéricos ya sea para el grupo

GS como para el GE.

APOPTOSIS POR GELES DE AGAROSA

% de casos con apoptosis positiva

FIGURA 10: Porcentaje geles con patrén apoptético de acuerdo a los geles de agarosa. Los valores sobre las
columnas en el gréfico reflejan el porcentaje de casos en los que el método mostré un patrén apoptético
frente al total de geles corridos para cada tipo de muestra (6rgano-grupo). Los ganglios mesentéricos (GM)
muestran un porcentaje basal de casos de apoptosis positiva que aumenta al injuriar al animal (grupos GS y
GE). Por otro lado, en bazo (B) y timo (T) no se observa basalmente el fenémeno de apoptosis pero sf en
animales injuriados. Estas diferencias resultaron ser significativas aplicando el “Z” test para proporciones. El

ntimero de animales por grupo fue de 11-12.
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DETECCION DE APOPTOSIS POR LA TECNICA DE TUNEL: Esta técnica fue utilizada para la
deteccién IN-SITU de células apoptéticas ya que es posible llevarla a cabo en muestras fijadas e incluidas en
parafina. Esta metodologfa se llevé a cabo en cortes histolégicos de intestino delgado y ganglios mesentéricos.
Ver FIGURAS 11, 12y 13.

APOPTOSIS EN GANGLIOS MESENTERICOS EIGURA 1]: Nimero de cuerpos
POR LA TECNICA DE TUNEL apoptéticos en 10 campos de alta
resolucién (400X) en Ganglios
120 Mesentéricos (GM). Las diferencias
§s entre GM de los distintos grupos
fBw ; (GCB, GCA, GS y GE) de animales
] presentaron diferencias significativas
"'g S por el test Krustal Wallis (p< 0.001).
%5 Al validarlo por el Dunn test
- T (p<0.05), no existirfan diferencias
.g% d significativas entre GE-GS y entre
g-& 47.10 GS-GCA, lo que podria deberse al
E i ) pequefio tamano de la muestra
,; 5 (error B). Se observa un incremento
S — en el nivel de apoptosis a medida
%; 1048 que el animal se ve més injuriado,
=", j correspondiendo el mayor valor a los
_ e PP i animales sometidos a isquemia y
o5 g‘? Qu Q% reperfusién intestinal.
Z 5z 52 52
[ o

FIGURA 12: Cortes histol6gicos de ganglios mesentéricos sometidos a la técnica de TUNEL.
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FIGURA 12 A: Corte histolégico sometido a la técnica de TUNEL. El corte corresponde a un ganglio
mesentérico del grupo GCB y resulté ser negativo, es decir, no muestra cuerpos apoptéticos. La arquitectura y
caracteristicas histolégicas del 6rgano son normales. Aumento 200X.
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FIGURA 12 B: Cortes hermanos de ganglio mesentérico del grupo GE. En la foto de arriba se observa el
corte sometido a TUNEL con las células apoptéticas peroxidasa positivas y en la foto de abajo se visualiza en

la misma zona del ganglio los nicleos con condensacién de cromatina luego de una tincién Hematoxilina-
Eosina. Aumento 100X en la foto superior y 200X en la inferior.




FIGURA 12 D: Corte histolégico sometido a la técnica de TUNEL. El corte corresponde a un ganglio

mesentérico del grupo GE y en él pueden distinguirse numerosas células positivas apoptéticas. La arquitectura
y caracteristicas histolégicas del érgano son normales. Aumento 200X.




FIGURA 12 E: Como en la figura 8 D este es otro caso con células positivas de un ganglio mesentérico del
grupo GE. Aumento 200X.

APOPTOSIS EN LAMINA PROPIA INTESTINAL FIGURA 13: Niamero de cuerpos
PORIATECNICA DETUNEL apoptéticos en 10 campos de alta
K. resolucién (400X) en Lamina Propia
:%g 2157 | intestinal. Se observa un aumento en
EE’D el ndmero de células apoptéticas en
_%3 animales sometidos a isquemia y
\22‘5 reperfusién (grupo GE). Segtin los
<% e grupos GCB y GCA (animales no
g's“’ 506 Hijiiriadis) Habra un fikoel bassl de
8 % aos apoptosis en la lamina propia.
2o
33
0 , , . =
LGB LGCA LGS LGE
N=9) N=9) N=0) (N=6)
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FIGURA 14: Cortes histolégicos de intestino sometidos a la técnica de TUNEL.

FIGURA 14 A: Corte histolégico sometido a la técnica de TUNEL. El corte corresponde a un intestino
delgado del grupo GCB y resulté ser negativo, es decir, no muestra cuerpos apoptéticos. La arquitectura y

caracteristicas histolégicas del 6rgano son normales. Aumento 100X.

FIGURA 14 B: Corte de intestino delgado del grupo GE sometido a TUNEL. Se observan células
apoptéticas peroxidasa positivas. Se observa una notable diferencia frente al grupo control. Aumento 100X.

20




FIGURA 14 C: Corte de intestino delgado con células apoptéticas en mayor aumento. Aumento 200X.

FIGURA 14 D: Visualizacién de células apoptéticas peroxidasa positivas en placa de Peyer de un corte de
intestino delgado del grupo GE. Aumento 100X.




GRADO DE INJURIA INTESTINAL vs. NIVEL DE APOPTOSIS: Se observa que al aumentar el grado

de dano de la mucosa intestinal también se ve incrementada la apoptosis en lamina propia intestinal asi como

en células mononucleares de ganglios mesentéricos, timo y bazo. Existirfa, por lo tanto, cierta entre ambas

variables. Para relacionar ambos parametros se tuvieron en cuenta: el porcentaje de intestinos con grado Chiu

mayor a 1 (mucosa injuriada), el porcentaje de casos positivos de apoptosis por geles de agarosa y el nivel de
apoptosis detectado in-situ mediante el TUNEL (FIGURAS 15, 16, 17 y 18).

I-GB

1.GCB I-GCA I-GE

CORRELACION: INJURIA INTESTINAL vs.
APOPTOSIS EN GANGLIO MESENTERICO

W Casos con grado Chiu >1 B % Apoptosis por TUNEL
B % Apoptosis por geles de agarosa

Porcentaje
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FIGURA 15: A medida que aumenta el grado de
injuria de la mucosa intestinal (aumenta el nimero
de casos con grado Chiu >1) se observa que
también aumenta la apoptosis (determinada por
TUNEL) en células de ldmina propia.

FIGURA 16: A medida que aumenta el grado de
injuria de la mucosa intestinal (aumenta el nimero
de casos con grado Chiu >1) se observa que
también aumenta la apoptosis (determinada por
TUNEL vy geles de células

mononucleares de Ganglio Mesentérico.

agarosa) en
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FIGURA 17: A medida que aumenta el grado de
injuria de la mucosa intestinal (aumenta el nimero
de casos con grado Chiu >1) se observa que
también aumenta la apoptosis (determinada por

geles de agarosa) en timocitos.

FIGURA 18: A medida que aumenta el grado de
injuria de la mucosa intestinal (aumenta el niimero
de casos con grado Chiu >1) se observa que
también aumenta la apoptosis (determinada por
geles de agarosa) en esplenocitos.




DETECCION DE APOPTOSIS POR CITOMETRIA DE FLUJO: Esta técnica se basa en permeabilizar
la membrana plasmética de tal manera que si la célula se encuentra en apoptosis libera el ADN fragmentado

al medio y se convierte en una célula hipoploide (menor cantidad de material genético). El citémetro llega a
contabilizar 10.000 células de una muestra, por esta razén esta técnica se la usa para cuantificar el porcentaje

de células apoptéticas (hipoploides en esta técnica) en suspenciones celulares. Sin embargo, ésta es la tnica

metodologfa en la que no se pudieron encontrar diferencias significativas entre los distintos tratamientos en los
distintos 6rganos. Esto se refleja en la TABLA 1. Nuevas experimentos para aclarar estos resultados se estdn
realizando actualmente en nuestro laboratorio.

ORGANO GRUPO % APOPTOSIS N
GANGLIO MESENTERICO GCB 11.77+7.24 10
GANGLIO MESENTERICO GCA 938+6.00 12
GANGLIO MESENTERICO GS 662+591 12
GANGLIO MESENTERICO GE 875+643 13
TIMO GCB 441 +£369 11
TIMO GCA 400+3.18 11
TIMO GS 262+214 12
TIMO GE 311%£367 13
BAZO GCB 593+4.09 10
BAZO GCA 422+396 12
BAZO GS 412512 12
BAZO GE 485+886 13

TABLA 1: % de apoptosis por analisis
de hipoploidia por citometria de flujo.
Los datos recogidos a través de esta
técnica no  arrojan  diferencias
significativas (ANOVA de un factor
p<0.05) entre los grupos controles
(GCB y GCA) y los injuriados (GS y
GE). Por otro lado, la dispersién de los
datos hace imposible un andlisis claro
de los mismos. Nuevas metodologias
para la cuantificacién de la apoptosis
por citometria de flujo estdn siendo
desarrolladas por nuestro equipo de
trabajo.



DISCUSION

La reperfusién intestinal luego de un periodo de isquemia es comtn en situaciones clinicas tales como
el shock hemorrégico, cirugfa vascular, isquemia mesentérica y transplante de intestino delgado. Ademas del
dafo causado por la hipoxia propiamente dicha, se induce un dano ain mayor en el tejido al ser

1 Luego de la injuria intestinal

reperfundido como consecuencia de la generacién de radicales libres
consecuencia del periodo de isquemia y reperfusién (I-R) comienzan a translocar bacterias y productos téxicos
intraluminales (endotoxina, etc.) probablemente como consecuencia de un sistema inmune debilitado,
aumento en la permeabilidad y pérdida de la funcién mecénica de barrera de la mucosa intestinal **. Este
trabajo se enfocé en un modelo de I-R intestinal en rata debido a que pensamos que este modelo es
apropiado para representar diferentes situaciones clinicas que se basan en un estado de I-R intestinal.

En primer lugar quisimos investigar si el perfodo de isquemia y reperfusién mesentérica al que fueron
sometidos los animales del grupo experimental originé un dano en la mucosa intestinal tal que nos permitiera
pensar en una posible disrupcién de la barrera mecénica que esta constituye contra la translocacién
bacteriana. Con este propésito se evaluaron los cortes histolégicos de intestino de animales pertenecientes a
los cuatro grupos (grupo control basal, control anestesia, sham y experimental) y se agruparon segun el grado
del dario de la mucosa intestinal siguiendo la clasificacién histolégica establecida por Chiu y colaboradores .
Los resultados de esta evaluacién muestran un orden decreciente del grado de dario de la mucosa intestinal al
compararla entre animales injuriados y no injuriados respectivamente. En el grupo experimental los grados 2
y 3 de injuria representan el mayor porcentaje de casos, presentando éstos los pardmetros histolégicos
considerados por Chiu importantes para considerar a la mucosa intestinal injuriada. Estos son el
denudamiento epitelial de la vellosidad intestinal, la infiltracién linfocitaria y la congestién vascular. El grupo
que le sigue al experimental en cuanto al grado de dano intestinal es el grupo sham, luego el control anestesia

y por tltimo el grupo control basal (80% de los casos con mucosa intacta).

En modelos de I-R renal, hemorragia, hemorragia con trauma y sepsis un mecanismo propuesto para
la involucién timica es la apoptosis o muerte celular programada (MCP) 447552 E| fené6meno de MCP es un
suicidio celular genéticamente dirigido y puede ocurrir tanto fisiolégicamente (delecién clonal en timo,
embriogénesis, resolucién de la inflamacién, regresién tumoral, entre otros) como en diversas situaciones
patolégicas ya sea porque estd aumentada (SIDA y desordenes neurodegenerativos como el Alzheimer) o
porque esta disminufa (enfermedades auto inmunes y procesos tumorales).

Por otro lado, los ganglios mesentéricos son una importante barrera contra la dispersién de antigenos
luego de un proceso de translocacién bacteriana. Experimentos de monoasociacién con la cepa Escherichia
coli C-25 muestran una translocacién de este patégeno a ganglios mesentéricos en un 80 a 100% de los
casos. Sin embargo, estos estudios demostraron que tanto en ratones inmunocompetentes como en ratones
nude BALB/c esta translocacién no sobrepasa los ganglios mesentéricos y propone algiin mecanismo
inmunolégico T-independiente para la contencién antigénica en estos 6rganos linfoideos mesentéricos *®. Esta
en discusién si la inmunidad T-dependiente residente tanto en la mucosa intestinal como en los ganglios

mesentéricos es importante en la prevencién de la translocacién bacteriana “44°.
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Teniendo en cuenta estos datos y que ante un aumento en la permeabilidad intestinal se observa un
sindrome inmunosupresor, el siguiente paso de nuestra investigacién fue medir la apoptosis en células
mononucleares de ganglio mesentérico, timocitos, esplenocitos y células de la ldmina propia en nuestro
modelo de isquemia y reperfusién intestinal. La apoptosis se midié6 mediante el anélisis de la fragmentacién
del ADN (marcador de la apoptosis). Estas técnicas se basaron en: (1) deteccién del patrén en escalera de
fragmentos de 180 pb en electroforesis de geles de agarosa, (2) marcacién IN-SITU del ADN fragmentado por
transferencia terminal de un nucleétido marcado (TUNEL) y (3) deteccién y cuantificacién de células
hipoploides por citometria de flujo.

En el caso de los ganglios mesentéricos los resultados de los geles de agarosa y el TUNEL arrojan un
aumento estadisticamente significativo de la apoptosis en los animales injuriados (GS y GE) con respecto a los
animales no injuriados (GCB y GCA). Por otfro lado, estos tltimos muestran un nivel basal de apoptosis
postulando a este proceso como un mecanismo fisiolégico. Un resultado a considerar es el aumento de la
apoptosis en el grupo sham con respecto a los grupos controles. Esto no nos sorprendié ya que existen
evidencias de un efecto inmunosupresor producido por el stress quirtirgico de la laparotomia **. De todos
modos una primera aproximacién cuantitativa (TUNEL) del nivel de apoptosis de este grupo refleja un menor
aumento de la apoptosis con respecto a los grupos controles al compararlo con el grupo experimental.

La frecuencia de aparicién del patrén de fragmentacién de ADN en geles de agarosa en timocitos y
esplenocitos en animales de los grupos GS y GE resulté ser significativamente mayor a la de los animales de
los grupos GCB y GCA. Estos resultados coinciden con estudios realizados por otros grupos de investigacién a
partir de modelos de isquemia y reperfusién intestina, hemorragia y sepsis *475%%2_ Por (ltimo también se
observé un aumento como en las muestras anteriores en el nivel de apoptosis en células de lamina propia por
la técnica de TUNEL.

Al comparar la apoptosis por las distintas técnicas y de los distintos grupos con el grado de dario de la
mucosa intestinal se observa una clara correlacién entre ambas variables. Esto serfa una primera
aproximacién para proponer que algunas de las complicaciones sépticas luego de un periodo de I-R intestinal
se deben a un mecanismo de MCP local (célula mononucleares de ganglios mesentéricos) v sistémica
(timocitos y esplenocitos) luego de un evento inicial de injuria sobre el sistema inmune. Asi una
inmunodepresién local y sistémica junto con un aumento en la permeabilidad intestinal podrfan originar una
dispersién bacteriana resultando en un estado séptico recurrente luego del insulto inicial (isquemia y
reperfusién intestinal).

Los niveles de apoptosis determinados por citometria de flujo no presentan diferencias significativas
entre los distintos grupos para cada érgano en particular. Esto nos confirma la importancia de no utilizar una
Gnica técnica para la medicién de apoptosis y nos sugiere cierta incompatibilidad de la técnica con nuestras
muestras (homogenato de érganos linfoideos). Nuevas técnicas de medicién de apoptosis por citometria
teniendo en cuenta pardmetros como la alteracién de la simetrfa de membrana (marcacién de fosfatidil-serina
con Annexin V) estén siendo estudiadas en nuestro laboratorio ya que consideramos importante contar con
una tercer técnica para reafirmar los resultados obtenidos por geles de agarosa y TUNEL.

Por el momento solo podemos afirmar que existe cierta evidencia de un aumento en los niveles de
apoptosis en ganglios mesentéricos. Diversos trabajos que se basan en distintos modelos de sepsis y

hemorragia apoyan esta observacién %%, Ademés, apoyamos la teorfa que sostiene que un estado de
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inmunodepresién puede ser lo que permita una futura dispersién a otros tejidos de bacterias que hayan
translocado causando un estado séptico recurrente. A nivel de timo y bazo, nuestros resultados también
sostienen la idea de que este estado de inmunodepresién puede seguir a la injuria inicial y favorecer un
estado séptico basado en mecanismos de apoptosis en el sistema inmune no solo local sino también sistémico.
En futuros experimentos se medird la apoptosis en linfocitos de sangre periférica y se determinard qué
poblaciones celulares estarfan afectadas para realizar un estudio més profundo de la repercusién de la
isquemia y reperfusién intestinal en el sistema inmune periférico.

Finalmente, a pesar que la presencia de MCP en ganglios mesentéricos estd relacionada a cierto
grado de injuria intestinal, debemos sobresaltar la existencia de un nivel basal de apoptosis detectado en los
animales libres de injuria de nuestros experimentos, lo que sugiere a este fenémeno como un mecanismo
fisiol6gico. El rol de la apoptosis como mecanismo fisiolégico en ganglios mesentéricos y en relacién a la
tolerancia oral o algin tipo de delecién linfocitaria requiere el desarrollo de una linea de investigacién
totalmente nueva. Por el momento, a modo de conclusién proponemos un mecanismo para la recurrencia del
estado séptico luego de una injuria inicial. Dicho mecanismo puede basarse en una inmunodepresién local
debido a la induccién del fenémeno apoptético en el tejido linfoide asociado a intestino, creando un sistema
inmune debilitado frente a nuevos eventos de translocacién bacteriana (FIGURA 19). En segundo lugar, la
presencia de apoptosis en timo y bazo en animales injuriados podria explicar el estado de inmunosupresién
luego de la injuria inicial y el desarrollo de la falla multiorgdnica ante nuevas aunque pequenas injurias.
Futuros experimentos con nuevos modelos de injuria deberfan llevarse a cabo con el propésito de terminar de

dilucidar el mecanismo propuesto en este trabajo.

FIGURA 19: Teoria apoyada por los resultados del trabajo.
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