
Di r ecci ó n:      Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :     digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Licenciatura

Apoptosis en tejido linfoide asociado
a intestino : ¿Una respuesta a la

injuria o un mecanismo fisiológico?

Ruybal, Paula

Tesis presentada para obtener el grado de Licenciado en
Ciencias Biológicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis de licenciatura de la Biblioteca Central
Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the Six-Year Bachelor's Theses Collection of the Central Library Dr.
Luis Federico Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the
corresponding citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Ruybal, Paula. (). Apoptosis en tejido linfoide asociado a intestino : ¿Una respuesta a la injuria
o un mecanismo fisiológico?. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. http://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBIO000559_Ruybal

Cita tipo Chicago:

Ruybal, Paula. "Apoptosis en tejido linfoide asociado a intestino : ¿Una respuesta a la injuria o
un mecanismo fisiológico?". Tesis de Licenciado. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires. .
http://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBIO000559_Ruybal

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBIO000559_Ruybal
http://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBIO000559_Ruybal
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


Centro de In



RESUMEN

La injuria intestinal es una de las causas de la activación de macrófagos, monocitos y neutrófilos de la

lámina propia y se acompaña un aumento en la permeabilidad y la translocación bacteriana. Debido a la

acción de los mediadores liberados en la activación del sistema inmune local la injuria llega a autoperpetuarse

a través de la generación de una respuesta inflamatoria descontrolada. La hipótesis de trabajo del presente

estudio propone que la liberación local de citoquinas y demás mediadores induciría la apoptosis en el sistema

iinfoide asociado al intestino generando un estado de inmunosupresión local que crearía un sistema inmune

debilitado e incapaz de responder con esta primera línea de defensa al ingreso de patógenos y sus productos

tóxicos a la circulación sistémica generando y/o perpetuando de este modo una respuesta inflamatoria

sistémica que de progresar llevaría a la falla multiorgánica.

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 reperfusión mesentérica en rata. Este modelo

es considerado representativo de diversas situaciones clínicasque se basan en estados de l-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 remoción de órganos, ya sea por manipulación quirúrgica o por la isquemia

y reperfusión intestinal. Por el contrario, en los dos últimos grupos (control fisiológico y del efecto de la

anestesia) los animales no sufren ningún tipo de injuria previo a la extracción de órganos. La presencia de

apoptosis se determinó mediante la detección de la fragmentación 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 realizó también un estudio morfológico de la apoptosis con

microscopía 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 detección de células

hipoploides por citometria de flujo.

En base a los resultados obtenidos proponemos como mecanismo posible para la inmunosupresión

local y sistémica post-injuria a la apoptosis en células mononucleares inmunitarias. Esto crearía un sistema

inmune debilitado que frente a nuevos eventos de translocación bacteriana no controlados llevaría a una

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



INTRODUCCION

Bajo condiciones normales el intestino cumple con las funciones de digestión y absorción de

nutrientes, secreción de productos endocrinos y formación de una barrera contra bacterias intraluminales. Sin

embargo, el normal desarrollo de estas funciones puede verse afectado por numerosas alteraciones

patológicas 1.

El concepto “translocación bacteriana” es blanco hasta hoy de discusión, 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 extraintestinales estériles.

Aparentemente, el intestino impediría que esto ocurra mediante dos componentes: el primero es un

componente inespecífico 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 población de bacterias anaerobias (FIGURA 1) 2. El segundo

componente es el específico 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 citotóxicos (CD8+); (2) una población difusa linfocitaria en la lamina propia principalmente

constituida por linfocitosT colaboradores y un gran número de linfocitosB y células plasmáticas; (3) placas de

Peyer (en el intestino delgado) y nódulos linfáticos (en el intestino delgado y grueso) que difieren en tamaño

pero no en función ni características histológicas. Estos nódulos linfáticos contienen fundamentalmente

linfocitos B y poca cantidad de linfocitos T colaboradores, estos últimos ubicados en la región interfolicular

(FIGURA2). En la superficie luminal de las placas de Peyer se encuentran células fagocíticas especializadas

denominadas células M debajo de las cuales se hallan células presentadoras de antígenos como macrófagos y

células dendríticas. La célula M se diferencia de la célula epitelial en cuanto a que no actúa como una célula

presentadora ya que no realiza ningún tipo de procesamiento del antígeno sino que solo actúa como una

puerta en el pasaje de antígenos desde la luz intestinal hacia los folículos linfoides (FIGURA3). Por último, los

linfocitos B de las placas de Peyer al tomar contacto con antígenos 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 lgA"‘.

FIGURA l: Componente inespecíficode la barrera intestinal.
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FIGURA 2: Componente específico de la barrera intestinal.
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FIGURA3: Esquema de Célula M.
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Datos experimentales y clínicos han demostrado un incremento en la permeabilidad intestinal en

situaciones que desembocan en falla multiorgánica como quemaduras severas, isquemia mesentérica, shock

hemorrágico, peritonitis estéril y administración de endotoxina ‘.

La isquemia intestinal, shock e insultos relacionados rápidamente producen una injuria característica

en la mucosa intestinal. Chiu y colaboradores han caracterizado esta injuria teniendo en cuenta tres

parámetros principales: el denudamiento del tejido epitelial, la congestión vascular y la infiltración linfocitaria.

Según la aparición secuencial de estos marcadores en cortes histológicos se estableció un sistema de

clasificación del grado de injuria de la mucosa intestinal que va desde un grado 0 (mucosa intacta) a un grado

5 (destrucción de la mucosa). Por otro lado Chiu también ha demostrado que el grado de injuria de la

mucosa intestinal guarda una relación directamente proporcional al tiempo de isquemia e inversamente

proporcional al flujo sanguíneo 6. Los cambios en la mucosa intestinal luego de una oclusión total del flujo

sanguíneo comienzan a ser visibles a los 20 minutos al microscopio óptico 7 y a los 5 minutos al microscopio

electrónico 8. Por último, si se perfunde intraluminalrnente el intestino con soluciones que contengan oxígeno

luego de ocluir la arteria mesentérica se logra prevenir la injuria de la mucosa intestinal 9; esto es una fuerte

evidencia de la naturaleza hipóxica de la injuria intestinal.



Paradójicamente, la reperfusión del tejido isquémico induce un mayor daño 1°. Se ha comprobado

que la reperfusión hipóxica resulta en una muy pequeña injuria, esto sugiere que el retorno de sangre

oxigenada al tejido isquémico inicia una reacción que promueve un daño aún mayor al ya producido en el

período de isquemia. Los componentes del daño por reperfusión son los radicales libres, citoquinas y demás

mediadores producidos y liberados durante la activación de macrófagos, mastocitos y neutrófilos “'“.

Un factor importante en la generación de radicales libres durante la reperfusión es la conversión,

mediante un proceso proteolítico, de la enzima xantino deshidrogenasa (normalmente presente en la mucosa

intestinal) en la enzima xantino oxidasa. Esta conversión, junto con un aumento en los niveles de hipoxantina

tienen lugar durante el período de isquemia. La hipoxantina y el oxígeno son los sustratos utilizados por la

xantino oxidasa para la generación del anión superóxido (especie altamente reactiva del oxígeno), por lo

tanto, al reperfundir un tejido isquémico se toma disponible el sustrato que faltaba para la reacción (oxígeno)

y el anión superóxido comienza a producirse ""5.

Otros componentes del daño por reperfusión implican la activación de mastocitos y neutrófilos.

Kanwar y colaboradores sostienen que la generación de radicales libres durante la reperfusión causaría la

desgranulación de mastocitos residentes de la mucosa intestinal que llevaría a una reclutamiento y activación

de neutrófilos al tejido. Los mediadores liberados como producto de estas activaciones aportarían a la

generación de la lesión de la mucosa intestinal ¡3. Ya sea por un efecto directo o a través de la activación de

mastocitos y neutrófilos el papel de los radicales libres en la injuria intestinal por isquemia y reperfusión es

fundamental. Esto se ha demostrado a través de estudios de inhibición de la xantino oxidasa (con allopurinol)

o de eliminación de radicales libresa través de la enzima superoxido dismutasa “4‘.

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 multiorgánica y del síndrome de respuesta inflamatoria

sistémica 5'19.En estas condiciones además se ha detectado, clínica y experimentalmente un síndrome de

inmunosupresión sistémico que podría 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 inmunosupresión, se sabe que

tanto la translocación bacteriana como los componentes del daño por reperfusión estimulan la liberación de

mediadores por parte del sistema inmune local creando una respuesta inflamatoria descontrolada. Entre estos

mediadores se encuentran citoquinas (TNFoc,IL-l, IL-6) M, óxido nítrico, eicosanoides, leucotrienos y el

anión superóxido, conocidos algunos como inductoresde apoptosis M.

El proceso de apoptosis puede ser definido como una “autodestrucción 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 2°. La

apoptosis es común en células eucariotas y tiene lugar fisiológicamente durante la embriogénesis, regresión de

tumores y eliminación de linfocitos T auto-reactivos en el timo. Las células apoptóticas pueden ser

reconocidas por cambios morfológicos, bioquímicos y moleculares característicos que pueden ser agrupados

en tres diferentes etapas sucesivas en el tiempo. La primera etapa denominada la etapa temprana se

caracteriza por la disminución del tamaño celular, condensación de la cromatina, alteración de la asimetría de

los fosfolípidos de la membrana plasmática, fragmentación del ADN en fragmentos de aproximadamente
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50kb (kilobases) por una nucleasa Ca2+-dependiente, activación de proteasas tipo CASPASAS (Cisteín-Acido

aspártico proteasas) y aumento de los niveles citoplasmáticos de calcio. En la segunda etapa o intermedia

tienen lugar una reducción aún mayor del tamaño celular, una disminución del pH intracitoplasmático y la

fragmentación intemucleosomal del ADN en fragmentos de 180 a 200 pb (pares de bases) ahora por una

nucleasa Ca2+Mgz*-dependiente.Por último en la tercera etapa o tardía tienen lugar la pérdida de la función

de la membrana, activación de transglutaminasas, blebbing de la membrana plasmática que consta de

evaginaciones que luego por estrangulamiento darán origen a los cuerpos apoptóticos. Por otro lado, se

conoce que el proceso de apoptosis puede desencadenarse frente a estímulos físicos (radiaciones ionizantes,

hipertermia), sustancias tóxicas (azida, peróxido de hidrógeno), radicales libres, infecciones virales, citoquinas

(TNFa, TGFB), depleción de factores de crecimiento, deprivación de nutrientes, oxidantes y mecanismos

relevantes inmunológicos (acción de linfocitos T citotóxicos) entre otros (FIGURA4) 3°“.

FIGURA 4: Proceso apoptótico.
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Teniendo en cuenta que frente a una translocación bacteriana intestinal el sistema inmunológico local

libera muchos de los estímulos de la apoptosis antes mencionados se hace muy interesante la posibilidad de

considerar a la apoptosis como un mecanismo que interviene en la inmunodepresión 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

reperfusión intestinal.

Se propone como hipótesis de trabajo que los linfocitos de ganglios mesentéricos, bazo y

timo pueden sufrir un proceso de apoptosis inducido por la agresión resultante de la isquemia y

reperfusión del territorio mesentérico, FIGURA5. Además se plantea como hipótesisalternativa que la

apoptosis del ganglio mesentérico bien podría ser un proceso fisiológico explicador de la tolerancia oral y

deleción cional extratímica frente a antígenos beneficiosos. Sin embargo, debido a lo importante de la injuria

de la isquemia y reperfusión, este mecanismo debería ser cuanti y/o cualitativamenhe diferente.

FIGURA 5: Hipótesis 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 efectuó una laparotomía, se expuso el intestino y se

colocó un ciamp en la arteria mesentérica superior durante 30 minutos (tiempo de isquemia). Al retirar el

Clamp se esperaron 15 minutos (tiempos de reperfusión) y se removieron los ganglios mesentéricos, bazo y

timo colocándolos 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 practicó una laparotomia, movilización intestinal

sin clampeo de la arteria mesentérica y remoción de los órganos a los 45 minutos. En el tercer grupo o

GRUPO CONTROL ANESTESIA (GCA) los animales fueron sometidos únicamente a los efectos de la

anestesia durante 45 minutos y posterior remoción de los órganos. Por último, en el GRUPO CONTROL

BASAL(GCB) fueron removidos los órganos de los animales inmediatamente luego de la anestesia. En todos

los grupos los animales fueron anestesiados mediante una inyección intraperitoneal de Hidrato de Cloral al

7% en una dosis de lml/ 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 colocó en HBSS (Gibco, Grand

Island, NY, USA, pH=7.4) frio. Las suspensiones celulares se obtuvieron por fragmentación y pasaje a través

de una malla de acero inoxidable. Posteriormente, las células fueron lavadas dos veces con HBSS frío. A la

suspención celular de esplenocitos se la centrifugó y resuspendió con agitación continua en 40 ml una

solución lisante de eritrocitos (1.56 M CINH4, 0.1 M HCOaK, 1.3 M EDTA) y se la dejó 10 minutos en un

agitador. Por último, se realizaron 2 lavados con HBSS frío. En todos los casos, se realizó el conteo de células

viables por el método de exclusión de azul tripán en microscopio óptico.

ANALISIS MORFOLOGICO DE LA INJURIA DE LA MUCOSA INTESTINAL: Luego de ser

removidos el intestino y parte de los ganglios mesentéricos se los sumergió inmediatamente en forrnol buffer al

10% e incluyó en parafina. El grado de daño de la mucosa intestinal según la clasificación histológica en 6

grados de Chiu y colaboradores ‘ y la arquitectura de los ganglios fueron estudiadas a través de una tinción

Hematoxilina-Eosina.

ANALISIS DE LA PRESENCIA DE APOP’I‘OSIS: La presencia de apoptosis fue evaluada tanto en

suspensiones celulares (ganglios mesentéricos, timo y bazo) como en cortes histológicos (intestino y ganglios

mesentéricos) .

ANALISIS MORFOLOGICO POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA: Se resuspendieron 1x106

células de ganglios mesentéricos, timo o bazo en 25 ul de HBSS (Gibco, Grand Island, NY, USA, pH=7.4)

frío, se les agregó 1 ul de la mezcla de colorantes ( 100ug/ml Bromuro de Etidio [Sigma Chemical, St Louis,

MO, USA], lOOug/ml Naranja de Acridina [Sigma Chemical, St Louis, MO, USA]) en PBS y se observó

inmediatamente al microscopio de fluorescencia ‘7.

DETECCIÓN DE LA FRAGMENTACION DEL ADN EN GELES DE AGAROSA: A 4x106células de

las suspensiones celulares de ganglios mesentéricos, timo o bazo se las centrifufó 5 minutos a 200g y se las

7



resuspendió con 500g] de buffer de lisis (0.2% Tritón, lOmM TrisCl, 1mM EDTA). Luego de centrifugarlas 10

minutos a 100009 se separaron dos fracciones P (pellet) y S (sobrenadante) correspondientes al ADN

genómico y al fragmentado respectivamente. Se transfirió a otro tubo el sobrenadante y al pellet se le

agregaron otros 500 ul de buffer de lisis quedando dos fracciones de ADN para cada muestra. A ambas

fracciones se les agregó 100 ul de NaCl 5M frío y 700 ul de isopropanol frío, se las dejó 18 horas a -20°C y se

las centrifugó (10 minutos a 130009) descartándose el sobrenadante. Se lavó el pellet con etanol 70% frío.

Luego de una nueva centrifugación (10 minutos a 130009) se descartó el sobrenadante, se centrifugó

rápidamente para retirar los restos de etanol y el ADN se secó bajo una lámpara de 75 volts. El ADN se

resuspendió en buffer TE (lOmM TrisCl, lmM EDTA) y se incubó a 40°C con agitación durante 48hs. Por

último se corrió 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 2x107 células de ganglios

mesentéricos, timo o bazo en 2 ml de una mezcla de partes iguales de RPM] (Gibco, Grand Island, NY, USA,

pH=7.4) con Suero Fetal Bovino decomplementado por calor (BIOSER,Argentina) y se las permeabilizó con

7 ml de etanol 70% frío agitando continuamente. Las muestras así tratadas fueron guardadas a 4°C (de 2

horas a 15 días). Para el análisis de hipoploidia las células ya permeabilizadas fueron resuspendidas en 50 ul

de buffer citrato fosfato (0.2M NazHPO4, 0.1M ácido cítrico), 100 ul de RNPsa (Gibco, Grand Island, NY,

USA, 1 m9/ml) y 1 ml de loduro de Propidio (Sigma Chemical, St Louis, MO, USA, 0.05m9/ml) y se las

incubó 30 minutos, Se filtró la muestra y luego de una hora se analizó en un citómetro de flujo FACScan

Becton Dickinson, con el programa de análisis CELLFlT/LysisII “3°.

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 aplicó sobre cortes histológicos de intestino delgado y ganglios mesentéricos

siguiendo las instrucciones del fabricante del kit comercial Apoptag peroxidasa (Oncor, Gaitherburg, USA). La

técnica básicamente consta de la sucesión de los siguientes pasos: desparafinización de los cortes, digestión

proteica con proteinasa K,equilibración del tejido para una mejor reacción enzimática, reacción enzimática de

adición de dUTP marcado con digoxigenina por la desoxinucleotidil transferasa terminal, detención de la

reacción, incubación con peroxidasa anti-digoxigenina, revelado con diaminobencidina, leve tinción con

hematoxilina (u otro colorante que permita observar la arquitectura del tejido) y finalmente el montaje del

corte. Se contó el número de núcleos apoptóticos en 10 campos de alta resolución (400X) en microscopio

óptico y se lo consideró como índice de apoptosis “"2.

ANALISIS ESTADISTICO: Test de Krustal Wallis y Dunn test (Primer of Biostatisfics 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 significación considerado fue de p < 0.05 y de p< 0.001

para el test Krustal Wallis.



RESULTADOS

DAÑO DE LA MUCOSA INTESTINAL: De acuerdo a la clasificación histológica 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) presentó fundamentalmente daños de grados 0 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 pequeña dispersión del espacio de Gruenhagen. Por último,

en el grupo experimental (GE) ya no se observaba la mucosa intestinal intacta (grado O)sino por el contrario

se observaba un aumento en la frecuencia del grado 3 de injuria donde se observa una masiva dispersión 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 infiltración linfocitaria y la

congestión vascular. Por lo tanto, la isquemia y reperfusión intestinal a la que fueron sometidos los animales

alcanzó injuriar visiblemente a la mucosa intestinal.

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

Frecuencia

G-0 G-l G-2 G-3 G-0 G-l G-2 G-3 G-O G-l G-2 G-3 G-O G-l G-2 G-3
INTESTINO - GCB INTESTINO - GCA INTESTINO - GS INTESTINO - GE

FIGURA 6: bos números sobre las columnas representan número de casos de cada grado de injuria en los

distintos grupos. G-O: 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 histológicosde intestino mostrando la mucosa intestinal de animales de grupos injuriados

y no injuriados.



FIGURA 7 A: Corte histológico de intestino delgado de un animal del grupo GCB (Grupo Control Basal)

con tinción Hematoxilina-Eosina. Grado O de injuria a la mucosa, la arquitectura y características histológicas

son normales. Aumento lOOX.

FIGURA 7 B: Corte histológico de intestino delgado de un animal del grupo GE (Grupo Experimental) con

tinción Hematoxilina-Eosina. Grado 3 de injuria a la mucosa, se observa infiltración 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 más evidente la

infiltración linfocitaria. Aumento IOOXJ

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

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

un parámetro de evaluación de la injuria de la mucosa intestinal). Aumento IOOX.
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En primer lugar la apoptosis fue evaluada morfológicamente en suspeniones celulares

de timo, bazo y ganglio mesentérico mediante la técnica de tinción con bromuro de etidio/naranja de acridina

y visualización por microscopía de fluorescencia. Se observaron morfologías típicas de células apoptóticas

como la condensación de la cromatina, el fenómeno de blebbing y la aparición de cuerpos apoptóticos

(pequeños cuerpos con cromatina condensada). Estos patrones pueden ser apreciados en la FIGURA8.

FIGURA 8: Morfologíade células normales y apoptóticas en el microscopio de fluorescencia.

FIGURA 8 A: Patrón apoptótico en una célula viable. La tinción 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 verán con el núcleo verde. Por el contrario, en las células no viables el núcleo

se visualizará naranja. Se encuentran células con morfologías típicas 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 apoptótica de bazo del grupo

GE. Esta célula esta sufriendo el proceso denominado blebbing (flecha blanca) que consta de evaginaciones

de la membrana que luego darán origen a los cuerpos apoptóticos por estrangulamiento. Aumento 8OOX.



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

SOOX.

FIGURA 8 C: Célula mononuclear no viable apoptótica con diferente patrón de condensación 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 800K.

DETECCIÓN DE APOPTOSIS EN GELES DE AGAROSA: La fragmentación intemucleosomal del

ADN,típica del fenómeno apoptótico, puede ser detectada a través de una corrida electroforética en geles de

agarosa como la presencia de un patrón 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 determinó

el porcentaje de casos en los que se observó el ADN fragmeniado con respecto al total de muestras corridas

de cada órgano y de cada grupo, a este parámetro de lo denominó "índice apoptótico por geles de agarosa".

En la FIGURA9 se observa un gel con un patrón apoptótico positivo en las calles correspondientes a ganglios

mesentéricos de los grupos injuriados, es decir, GS y GE. Por otro lado, los "Índices apoptóticos por geles de

agarosa" se muestran el gráfico 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 quirúrgico como a la isquemia y reperfusión intestinal se observa un

aumento en el índice apoptótico, es decir, que la apoptosis es más frecuente en estos grupos. Por otro lado,

tanto en bazo como en timo, el nivel apoptótico resultó 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

significativasaplicando el “Z”test para proporciones. El número de animales por grupo fue de 11-12.



FIGURA 9: Patrón apoptótico de fragmentación

intemucleosomal del ADN. Se extrajo ADN de suspenciones

celulares de bazo, timo y ganglios mesentéricos y la fracción de

ADN fragmentado (S) se corrió en un gel de agarosa al 1% (la

del ADN genómico (P) que fue corrida por separado como

control de la técnica de extracción). 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 patrón

apoptótico 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

100

%decasosconapoptosispositiva

FIGURA 10: Porcentaje geles con patrón apoptótico de acuerdo a los geles de agarosa. Los valores sobre las

columnas en el gráfico reflejan el porcentaje de casos en los que el método mostró un patrón apoptótico

frente al total de geles corridos para cada tipo de muestra (órgano-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 fenómeno de apoptosis pero sí en

animales injuriados. Estas diferencias resultaron ser significativas aplicando el “Z” test para proporciones. El

número de animales por grupo fue de 11-12.



DETECCION DE APOPTOSIS POR LA TECNICA DE TUNEL: Esta técnica fue utilizada para la

detección IN-SITUde células apoptóticas ya que es posible llevarla a cabo en muestras fijadas e incluidas en

parafina. Esta metodología se llevó a cabo en cortes histológicos de intestino delgado y ganglios mesentéricos.

Ver FIGURAS 11, 12 y 13.

Wk‘nm n ¡h FIGURAll: Númerode cuerpos
mmmmmm apoptóticosen 10 camposde alta

resolución (400X) en Ganglios
Mesentéricos (GM). Las diferencias
entre GM de los distintos grupos
(GCB, GCA, GS y GE) de animales
presentaron diferencias significativas
por el test Kmstal Wallis (p< 0.001).
Al validarlo por el Dunn test
(p<0.05), no existirían diferencias
significativas entre GE-GS y entre
GS-GCA, lo que podría deberse al
pequeño tamaño de la muestra
(error B). Se observa un incremento
en el nivel de apoptosis a medida
que el animal se ve más injuriado,
correspondiendo el mayor valor a los
animales sometidos a isquemia y
reperfusión intestinal.

Mediadelnúmerodenúcleosapoptóticos
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FIGURA 12: Cortes histológicos de ganglios mesentéricos sometidos a la técnica de TUNEL.

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

mesentérico del grupo GCB y resultó ser negativo, es decir, no muestra cuerpos apoptóticos. La arquitectura y

características histológicas del órgano 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 TUNELcon las células apoptóticas peroxidasa positivas y en la foto de abajo se visualiza en

la misma zona del ganglio los núcleos con condensación de cromatina luego de una tinción Hematoxilina­

Eosina. Aumento lOOXen la foto superior y 200X en la inferior.
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FIGURA 12 C: Ganglio mesentérico del grupo GE con células apoptóticas. Aumento 4OOX.

FIGURA 12 D: Corte histológicosometido a la técnica de TUNEL El corte corresponde a un ganglio

mesentérico del grupo GE y en él pueden distinguirsenumerosas células positivas apoptóticas. La arquitectura

y características histológicas del órgano 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.

msmmmmmm —-—F'GURA13‘Númemde“erp”
mmmmmm apoptóficosen 10 camposde alta

resolución (4OOX)en Lamina Propia

intestinaLSe observa un aumento en
(400K)

el número de células apoptóticas en

animales sometidos a isquemia y

reperfusíón (grupo GE). Según los

nm grupos GCB y GCA (animales no

injuriados) habría un nivel basal de

apoptosis en la lamina propia.
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FIGURA 14: Cortes histológicosde intestino sometidos a la técnica de TUNEL

FIGURA 14 A: Corte histológico sometido a la ficnim de TUNEL. E corte corresponde a un intestino

delgado del grupo GCB y resultó ser negativo, es decir, no muestra cuerpos apoptóficos. La arquitectura y

características histológicas del órgano son normales. Aumento 100X.

FIGURA 14 B: Corte de intestino delgado del grupo GE sometido a TUNH. Se observan células

apoptóficas peroxidasa positivas. Se observa una notable diferencia frente al grupo conto]. Aumento 100X.

20



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

FIGURA 14 D: Visualizaciónde células apoptóficas peroxidasa positivas en placa de Peyer de un corte de

intestino delgado del grupo GE. Aumento IOOX.



GRADO DE INJURIA INTESTINAI. vs. NIVEL DE APOP'I‘OSIS: Se observa que al aumentar el grado

de daño de la mucosa intestinal también se ve incrementada la apoptosis en lamina propia intestinal así como

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

variables. Para relacionar ambos parámetros 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 (FIGURAS15, 16, 17 y 18).
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FIGURA 15: A medida que aumenta el grado de

injuria de la mucosa intestinal (aumenta el número

de casos con grado Chiu >1) se observa que

también aumenta la apoptosis (determinada por

TUNEL)en células de Emina propia.
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FIGURA 17: A medida que aumenta el grado de

injuria de la mucosa intestinal (aumenta el número

de casos con grado Chiu >1) se observa que

también aumenta la apoptosis (determinada por

geles de agarosa) en fimocitos.

FIGURA 16: A medida que aumenta el grado de

injuria de la mucosa intestinal (aumenta el número

de casos con grado Chiu >1) se observa que

también aumenta la apoptosis (determinada por

TUNEL y geles de agarosa) en células

mononucleares de Ganglio Mesentérico.mmmmmu
msmmzo
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FIGURA 18: A medida que aumenta el grado de

injuria de la mucosa intestinal (aumenta el número

de casos con grado Chiu >1) se observa que

también aumenta la apoptosis (determinada por

geles de agarosa) en esplenocitos.



DETECCIÓN DE APOPTOSIS POR CITOMETRIA DE FLUJO: Esta técnica se basa en permeabilizar

la membrana plasmática 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 citómetro llega a

contabilizar 10.000 células de una muestra, por esta razón esta técnica se la usa para cuantificar el porcentaje

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

metodología en la que no se pudieron encontrar diferencias significativasentre los distintos tratamientos en los

distintos órganos. Esto se refleja en la TABIA 1. Nuevas experimentos para aclarar estos resultados se están

realizando actualmente en nuestro laboratorio.

ORGANO GRUPOesnom
GANGLIO MESENTERICO GCB 11.77 i 7.24 10

GANGLIO MESENTERICO GCA 9.38 :t 5.00 12

GANGLJO MESENTERICO es 6.62 :k 5.91 12

GANGLIO MESENTERICO GE 8.75 i 5.43 13

TIMO oca 4.41 a: 3.69 11

TIMO GCA 4.00 :I:3.18 11

TIMO GS 2.62 á: 2.14 12

TIMO GE 3.11 :l: 3.67 13

BAZO GCB 5.93 :i:4.09 10

BAZO GCA 422 :i:3.96 12

BAZO GS 4.12 t 5.12 12

BAZO GE 4.85 :i: 8.86 13

TABLA 1: % de apoptosis por análisis

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 dispersión de los

datos hace imposible un análisis claro

de los mismos. Nuevas metodologías

para la cuantificación de la apoptosis

por citometria de flujo están siendo

desarrolladas por nuestro equipo de

trabajo.



DISCUSION

La reperfusión intestinal luego de un período de isquemia es común en situaciones clinicastales como

el shock hemorrágico, cirugía vascular, isquemia mesentérica y transplante de intestino delgado. Además del

daño causado por la hipoxia propiamente dicha, se induce un daño aún mayor en el tejido al ser

u. Luego de la injuria intestinalreperfundido como consecuencia de la generación de radicales libres

consecuencia del período de isquemia y reperfusión (I-R)comienzan a translocar bacterias y productos tóxicos

intraluminales (endotoxina, etc.) probablemente como consecuencia de un sistema inmune debilitado,

aumento en la permeabilidad y pérdida de la función mecánica de barrera de la mucosa intestinal ‘3. Este

trabajo se enfocó en un modelo de I-R intestinal en rata debido a que pensamos que este modelo es

apropiado para representar diferentes situaciones clínicasque se basan en un estado de I-Rintestinal.

En primer lugar quisimos investigar si el período de isquemia y reperfusión mesentérica al que fueron

sometidos los animales del grupo experimental originó un daño en la mucosa intestinal tal que nos permitiera

pensar en una posible disrupción de la barrera mecánica que esta constituye contra la translocación

bacteriana. Con este propósito se evaluaron los cortes histológicos de intestino de animales pertenecientes a

los cuatro grupos (grupo control basal, control anestesia, sham y experimental) y se agruparon según el grado

del daño de la mucosa intestinal siguiendo la clasificación histológica establecida por Chiu y colaboradores 6.

Los resultados de esta evaluación muestran un orden decreciente del grado de daño 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 parámetros histológicos

considerados por Chiu importantes para considerar a la mucosa intestinal injuriada. Estos son el

denudamiento epitelial de la vellosidad intestinal, la infiltración linfocitaria y la congestión vascular. El grupo

que le sigue al experimental en cuanto al grado de daño intestinal es el grupo sham, luego el control anestesia

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

En modelos de I-Rrenal, hemorragia, hemorragia con trauma y sepsis un mecanismo propuesto para

la involución tímica es la apoptosis o muerte celular programada (MCP)“47M. El fenómeno de MCP es un

suicidio celular genéticamente dirigido y puede ocurrir tanto fisiológicamente (deleción cional en timo,

embriogénesis, resolución de la inflamación, regresión tumoral, entre otros) como en diversas situaciones

patológicas ya sea porque está aumentada (SIDAy desordenes neurodegenerativos como el Alzheimer) o

porque está disminuía (enfermedades auto inmunes y procesos tumorales).

Por otro lado, los ganglios mesentéricos son una importante barrera contra la dispersión de antígenos

luego de un proceso de translocación bacteriana. Experimentos de monoasociación con la cepa Escherichia

coli C-25 muestran una translocación de este patógeno 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 translocación no sobrepasa los ganglios mesentéricos y propone algún mecanismo

inmunológico T-independiente para la contención antigénica en estos órganos linfoideos mesentéricos “. Está

en discusión si la inmunidad T-dependiente residente tanto en la mucosa intestinal como en los ganglios

mesentéricos es importante en la prevención de la translocación bacteriana “"9.
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Teniendo en cuenta estos datos y que ante un aumento en la permeabilidad intestinal se observa un

síndrome inmunosupresor, el siguiente paso de nuestra investigación fue medir la apoptosis en células

mononucleares de ganglio mesentérico, timocitos, esplenocitos y células de la lámina propia en nuestro

modelo de isquemia y reperfusión intestinal. La apoptosis se midió mediante el análisis de la fragmentación

del ADN (marcador de la apoptosis). Estas técnicas se basaron en: (1) detección del patrón en escalera de

fragmentos de 180 pb en electroforesis de geles de agarosa, (2) marcación IN-SITUdel ADN fragmentado por

transferencia terminal de un nucleótido marcado (TUNEL) y (3) detección y cuantificación de células

hipoploides por citometria de flujo.

En el mso de los ganglios mesentéricos los resultados de los geles de agarosa y el TUNELarrojan un

aumento estadísticamente significativode la apoptosis en los animales injuriados (GS y GE) con respecto a los

animales no injuriados (GCB y GCA). Por otro lado, estos últimos muestran un nivel basal de apoptosis

postulando a este proceso como un mecanismo fisiológico. Un resultado a considerar es el aumento de la

apoptosis en el grupo sham con respecto a los grupos controles. Esto no nos sorprendió ya que existen

evidencias de un efecto inmunosupresor producido por el stress quirúrgico de la laparotomia ”. De todos

modos una primera aproximación 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 aparición del patrón de fragmentación de ADN en geles de agarosa en timocitos y

esplenocitos en animales de los grupos GS y GE resultó ser significativamente mayor a la de los animales de

los grupos GCB y GCA Estos resultados coinciden con estudios realizados por otros grupos de investigación a

partir de modelos de isquemia y reperfusión intestina, hemorragia y sepsis “75°”. Por último también se

observó un aumento como en las muestras anteriores en el nivel de apoptosis en células de lámina propia por

la técnica de TUNEL.

Alcomparar la apoptosis por las distintas técnicas y de los distintos grupos con el grado de daño de la

mucosa intestinal se observa una clara correlación entre ambas wriables. Esto sería una primera

aproximación para proponer que algunas de las complicaciones sépticas luego de un período de I-R intestinal

se deben a un mecanismo de MCP local (célula mononucleares de ganglios mesentéricos) y sistémica

(timocitos y esplenocitos) luego de un evento inicial de injuria sobre el sistema inmune. Así una

inmunodepresión local y sistémica junto con un aumento en la permeabilidad intestinal podrían originar una

dispersión bacteriana resultando en un estado séptico recurrente luego del insulto inicial (isquemia y

reperfusión intestinal).

Los niveles de apoptosis determinados por citometria de flujo no presentan diferencias significativas

entre los distintos grupos para cada órgano en particular. Esto nos confirma la importancia de no utilizar una

única técnica para la medición de apoptosis y nos sugiere cierta incompatibilidad de la técnica con nuestras

muestras (homogenato de órganos linfoideos). Nuevas técnicas de medición de apoptosis por citometria

teniendo en cuenta parámetros como la alteración de la simetría de membrana (marcación de fosfatidil-serina

con Annexin V) están 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 observación 5°“. Además, apoyamos la teoria que sostiene que un estado de
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inmunodepresión puede ser lo que permita una futura dispersión 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 inmunodepresión 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 medirá la apoptosis en linfocitos de sangre periférica y se determinará qué

poblaciones celulares estarían afectadas para realizar un estudio más profundo de la repercusión de la

isquemia y reperfusión intestinal en el sistema inmune periférico.

Finalmente, a pesar que la presencia de MCP en ganglios mesentéricos está 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 fenómeno como un mecanismo

fisiológico. El rol de la apoptosis como mecanismo fisiológico en ganglios mesentéricos y en relación a la

tolerancia oral o algún tipo de deleción linfocitaria requiere el desarrollo de una línea de investigación

totalmente nueva. Por el momento, a modo de conclusión proponemos un mecanismo para la recurrencia del

estado séptico luego de una injuria inicial. Dicho mecanismo puede basarse en una inmunodepresión local

debido a la inducción del fenómeno apoptótico en el tejido linfoide asociado a intestino, creando un sistema

inmune debilitado frente a nuevos eventos de translocación bacteriana (FIGURA19). En segundo lugar, la

presencia de apoptosis en timo y bazo en animales injuriados podría explicar el estado de inmunosupresión

luego de la injuria inicial y el desarrollo de la falla multiorgánica ante nuevas aunque pequeñas injurias.

Futuros experimentos con nuevos modelos de injuria deberían llevarse a cabo con el propósito de terminar de

dilucidar el mecanismo propuesto en este trabajo.

FIGURA 19: Teoría apoyada por los resultados del trabajo.
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