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Resumen

El estado de choque se refiere a una falla circulatoria potencialmente mortal causada por un
desequilibrio entre la oferta y la demanda de oxigeno celular. Una de las complicaciones
asociadas a esta condicion patoldgica es el dafio en la mucosa gastrointestinal inducido por
isquemia e isquemia/reperfusion (I/R), este tipo de lesion estd estrechamente relacionado
con una alta mortalidad en pacientes en estado critico, la cual es atribuible, en parte, a la
falta de un método diagndstico que permita evidenciar de manera temprana el grado de
lesion inducido por isquemia en este tipo de pacientes. Cuando la mucosa gastrointestinal
se encuentra dafiada puede presentarse la traslocacion de bacterias hacia el torrente
sanguineo, lo que puede desencadenar un proceso de sepsis e inducir sindrome de
disfuncion organica mdaltiple.

Una alternativa terapéutica para reducir el grado de lesion inducido por I/R es la
administracion de melatonina (MT), la cual ha demostrado tener efectos gastroprotectores
en modelos de I/R atribuidos a sus propiedades antioxidantes, antinflamatorias y
antiapoptaticas.

Para identificar alteraciones tempranas en la mucosa gastrica inducidas por isquemia en
este tipo de pacientes, se ha propuesto el uso de la espectroscopia de impedancia eléctrica
(EIE), la cual es el estudio de las propiedades eléctricas pasivas del tejido biologico en
funcién de la frecuencia. La impedancia es el efecto total de 2 dimensiones ortogonales
separadas: la resistencia eléctrica (R) que restringe el flujo de electrones y disipa energia y
la reactancia eléctrica (X) que es la capacidad de las membranas de almacenar y liberar
energia. La EIE permite caracterizar tejidos e identificar la progresion del dafio tisular
inducido por condiciones isquémicas.

En este trabajo se propuso un indice de lesion tisular (ILT) que permite categorizar el grado
de lesién inducido por I/R, para esto, se considero la cuantificacion de variables patolégicas
que afectan directamente las mediciones en los pardmetros de impedancia.

Después, se analizaron los cambios en los parametros de impedancia, las alteraciones
tisulares y moleculares que nos permiten identificar el tiempo de isquemia en el cual la
mucosa gastrica todavia mantiene su funcion de barrera. Los resultados mostraron que el
dafio tisular generado por un tiempo de isquemia mayor a 60 min induce la pérdida de la
funcion de barrera en la mucosa géstrica por lo que el tratamiento farmacoldgico a partir de
los 60 min de isquemia podria reducir el grado de lesion inducido por reperfusion.

Posteriormente, se evalud el efecto del tratamiento con MT sobre las propiedades eléctricas,
el grado de lesion, la expresién de marcadores de proceso inflamatorio, proliferacion y
apoptosis en la mucosa gastrica en condiciones de I/R. Se demostr6é que el tratamiento con
MT aceleré el proceso de regeneracion sobre lesiones moderadas inducidas en la mucosa
gastrica por I/R al reducir el proceso inflamatorio y la muerte celular apoptética. El proceso
regenerativo inducido por la MT caus6 una disminucién en las mediciones de los

XVl



parametros de impedancia gastrica relacionados con el proceso inflamatorio y el dafio
celular.
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1 Introduccion

La falla organica multiple es un sindrome clinico generado por varios estimulos y puede ser
una consecuencia de la hipoperfusion tisular con hipoxia celular, disfuncién metabdlica y
alteraciones en procesos bioenergéticos. ElI Sindrome de Disfuncion Organica Multiple
(SDOM) es considerado como la principal causa de morbilidad y mortalidad, con una
incidencia del 72 % en pacientes en estado critico dentro de las primeras 24 h de estancia
en la unidad de cuidados intensivos (Sakr et al., 2012).

El estado de choque se refiere a una falla circulatoria potencialmente mortal causada por un
desequilibrio entre la oferta y la demanda de oxigeno celular. En pacientes en estado critico
se realiza el monitoreo de signos vitales, pruebas de coagulacion y procedimientos
hematopoyéticos para identificarlo. Sin embargo, existen dificultades para diagnosticarlo ya
que los cambios fisioldgicos que se presentan son sutiles (Lier et al., 2018), esto, debido a
que en el organismo se activan mecanismos de compensacion con los cuales se redistribuye
la sangre hacia oOrganos vitales, generando isquemia gastrointestinal inducida por
vasoconstriccion en la circulacion esplacnica (Lelubre & Vincent, 2018).

La lesion gastrointestinal por isquemia/reperfusion (I/R) es considerada como el factor
inicial del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica y el SDOM, el cual resulta en una
alta mortalidad en la préctica clinica. Este tipo de lesion puede provocar disfuncion de la
barrera epitelial y al mismo tiempo causar dafio grave a la mucosa, que aunado al
inmunocompromiso presentado en pacientes en estado critico, son la principal causa de
complicaciones graves y muerte (Asrani et al., 2020). Este tipo de lesion esta asociada con
altas tasas de mortalidad que van del 60 al 90%, las cuales no han cambiado en los ultimos
70 afios. La alta mortalidad es atribuible, en parte, a la falta de una prueba diagndstica
predictiva que permita la deteccion temprana en aquellos pacientes con alto riego de
isquemia gastrointestinal (Khadaroo et al., 2017).

El tratamiento en este tipo de pacientes estd enfocado en perfundir nuevamente los tejidos
afectados (Kislitsina et al., 2019); sin embargo, el retraso en la deteccion de los signos
asociados al compromiso hemodinadmico en el organismo, la demora en el tratamiento y el
mismo tratamiento pueden precipitar el desarrollo de una lesion en el tracto gastrointestinal
(Asrani et al., 2020). Como consecuencia, bacterias y mediadores toxicos liberados de la
mucosa lesionada pueden ser transportados a través de la circulacion y de los ganglios
linfaticos mesentéricos aumentando la posibilidad de sepsis y finalmente, provocar SDOM
(Lelubre & Vincent, 2018).

Debido a las dificultades para diagnosticar de manera temprana la isquemia gastrointestinal,
se ha propuesto el uso de la espectroscopia de impedancia eléctrica (EIE). La EIE es el
estudio de las propiedades eléctricas pasivas del tejido biolégico en funcion de la
frecuencia. La impedancia es el efecto total de 2 dimensiones ortogonales separadas: la
resistencia eléctrica (R) que restringe el flujo de electrones y disipa energia y la reactancia



eléctrica (X) que es la capacidad de las membranas de almacenar y liberar energia (Beltran
et al., 2013). La EIE permite caracterizar tejidos e identificar la progresion del dafio tisular
inducido por condiciones isquémicas. En condiciones de privacion de oxigeno, el edema
celular es uno de los efectos tempranos que pueden identificarse por esta técnica. Si se
excede la duracion critica, que varia segun el tipo de 6rgano o célula, se producen
alteraciones a nivel de las membranas que inducen la muerte, por lo que el grado de lesion
estd determinado por la magnitud y la duracion de la isquemia (Wu et al., 2018). Los
cambios en el volumen intra y extracelular, asi como alteraciones en la integridad de las
membranas celulares afectan directamente la R y la X, respectivamente. Nuestro equipo de
trabajo ha utilizado la EIE para monitorizar y detectar el grado de lesion en la mucosa
gastrica asociado a condiciones isquémicas en pacientes en estado critico y en modelos
murinos. En estos estudios, se ha observado el mayor incremento en la resistencia y la
reactancia a bajas frecuencias en los pacientes isquémicos con complicaciones con respecto
a los voluntarios sanos, pero la reactancia es mas consistente y es el parametro eléctrico
mas sensible al dafio tisular (Beltran et al., 2010; Beltran et al., 2013).

Diversos factores estan relacionados con la patogénesis del dafio inducido por I/R, los
cuales incluyen disfuncion en el metabolismo energeético, estrés oxidativo y nitrosativo,
disfuncion de enzimas antioxidantes, sobrecarga de calcio, apoptosis, produccion de
mediadores inflamatorios (citocinas, prostaglandinas, especies reactivas de oxigeno (ROS)
y nitrogeno) (Meng et al., 2020).

La dxido nitrico sintasa inducible (iNOS) es una enzima independiente de calcio, la cual se
expresa durante el proceso inflamatorio y condiciones hipdxicas. La sobreproduccion de
oxido nitrico (NO) en condiciones de reperfusion ha sido estrechamente relacionada con un
incremento en el dafio tisular en los tejidos afectados (Guo et al., 2019). EIl factor de
necrosis tumoral-alpha (TNFa) es una citocina producida principalmente por macrofagos.
Esta citocina juega un papel clave en condiciones patoldgicas como infecciones, lesiones,
inflamacion y desarrollo de tumores. Una vez liberada por los macréfagos activa otras
células inmunes y media la produccion de otras citocinas proinflamatorias. Ademas, se ha
reportado que el incremento en la expresion de TNFa inducida por hipoxia aumenta la
permeabilidad de células epiteliales intestinales y del tracto respiratorio in vitro, facilitando
la difusion de antigenos bacterianos y toxinas que pueden causar inflamacion (Bercier &
Grenier, 2019). Mientras que la ciclooxigenasa-2 (COX-2) es una enzima que ha sido
sefialada como un marcador de proceso inflamatorio, debido a que su induccion es regulada
por agentes inflamatorios como son endotoxinas y citocinas, ademas se ha identificado su
incremento en condiciones de I/R gastrointestinal (Omayone et al., 2020).

La lesion por I/R gastrointestinal siempre va seguida de la proliferacion y diferenciacion de
las células epiteliales para reconstruir adecuadamente el epitelio; sin embargo, la
insuficiente proliferacion y regeneracion para rescatar completamente la funcion de barrera



de la mucosa gastrointestinal puede verse reflejada en la alta tasa de mortalidad en la
practica clinica (Ji et al., 2019).

La melatonina (MT) (N-acetil 5-metoxitriptamina) es una hormona secretada por la
glandula pineal que tiene un amplio papel regulador. Se han demostrado diversas funciones
fisiologicas de la MT, incluida la regulacion del ciclo circadiano y endocrino,
antiinflamatorio, analgésico, ansiolitico y antioxidante (D’Angelo., 2020). La MT ha sido
detectada en diferentes tejidos extrapineales incluyendo cerebro, plexos coroideos, retina,
cristalino, céclea, tracto gastrointestinal, piel, ovarios, linfocitos, macréfagos y células
endoteliales. En el tracto gastrointestinal, la MT es producida en las células
enterocromafines y es independiente del ciclo circadiano (Ferlazzo et al., 2020), regula el
transporte de iones y agua, proliferacion epitelial, secrecién de acido y motilidad (Zhang et
al., 2015).

En estudios preclinicos, se ha demostrado que tanto el pretratamiento (preventivo) como el
tratamiento (correctivo) con MT, tiene efectos gastroprotectores después de inducir lesiones
agudas en la mucosa gastrica por I/R; debido a sus propiedades antioxidantes, reduce el
estrés oxidativo, incrementa la activacion de enzimas antioxidantes y la produccién de
prostaglandinas, ademas de disminuir en la infiltracién de neutréfilos y la apoptosis de
células de la mucosa gastrica (Shahrokhi et al., 2016; Mubarak et al., 2018).



2 Antecedentes

2.1 Estado de choque

El estado de choque es un sindrome en el cual una deficiencia aguda de la perfusion tisular
vital debido a la disfuncién hemodinamica conduce al deterioro metabdlico y funcional
progresivo que, de no ser revertido, conduce a la muerte. En pacientes en estado critico se
realiza el monitoreo de signos vitales, pruebas de coagulacién y procedimientos
hematopoyéticos para identificarlo. Sin embargo, existen dificultades para diagnosticarlo ya
que los cambios fisiol6gicos que se presentan son sutiles (Lier et al., 2018), esto, debido a
que en el organismo se activan mecanismos de compensacion con los cuales se redistribuye
la sangre hacia oOrganos vitales, generando isquemia gastrointestinal inducida por
vasoconstriccion en la circulacion esplacnica (Lelubre & Vincent, 2018). La incidencia
anual del choque de cualquier etiologia es de 0.3 a 0.7 por 1000 pacientes, siendo el choque
hemorrégico el tipo mas comdn en la unidad de cuidados intensivos (Taghavi & Askari,
2021). Existen diferentes tipos de choque los cuales son mencionados a continuacion
(Tabla 1):

Tablal. Tipos de choque y etiologia

Caracteristica
Disminucion del volumen circulante

Etiologia
Vomito, diarrea, uso excesivo de
diuréticos, hemorragias, sepsis,
guemaduras.
Infarto al miocardio, miocarditis,
endocarditis, cardiomiopatia,
arritmias, embolia pulmonar.
Disminucion del volumen
sanguineo, obstruccidn del flujo
sanguineo, vasodilatacion con
redistribucion del flujo.
Aneurisma desecante aortico,
taponamiento cardiaco,
neumotérax.
Pérdida del tono vasomotor,
farmacos vasodilatadores,
hipotension, sepsis, lesion
medular.

Tipo de choque
Hipovolémico
Subtipo:
Hemorragico
Cardiogénico

Perfusion inadecuada debido a disfuncion
cardiaca

Circulatorio Incapacidad del sistema vascular de irrigar
adecuadamente los tejidos y drganos periféricos

Obstructivo Obstruccién mecénica del flujo sanguineo

Distributivo Disfunciéon vasomotora

Neurogénico

Disfuncion vasomotora

Lesiones cerebrales, anestesia
general, hipoxia, falta de glucosa.

Anafilactico Secrecidn de sustancias vasodilatadoras y Alergias farmacologicas o
aumento de la permeabilidad capilar alimentarias.
Séptico Infeccion grave y respuesta sistémica Bacterias, hongos, virus.

El choque hipovolémico es el tipo mas comin de choque en nifios debido a enfermedades
diarreicas en el mundo en desarrollo (Taghavi & Askari, 2021). Este tipo de choque se



caracteriza por un volumen intravascular reducido, es decir, una precarga reducida, se
produce cuando se pierde entre el 15y el 20% del volumen sanguineo circulante en forma
aguda, como consecuencia, genera un gasto cardiaco insuficiente para mantener el
metabolismo celular (Lier et al., 2018). El choque hipovolémico ocurre como resultado de
la pérdida de sangre o del liquido extracelular la cual puede ocurrir cuando hay vomitos
retractiles, diarrea, terapia con diuréticos, quemaduras u otras lesiones cutaneas,
obstruccion intestinal, pancreatitis, obstruccion de un sistema venoso mayor o cualquier
otra condicion patolégica que resulte en una respuesta inflamatoria masiva (Taghavi &
Askari, 2021). En caso de hemorragia, se puede presentar choque hemorragico, que es
clasificado como un subconjunto del choque hipovolémico, el cual se debe al agotamiento
del volumen intravascular a través de la pérdida de sangre hasta el punto de no poder
igualar la demanda de oxigeno de los tejidos (Hooper & Armstrong, 2020). La lesion
traumatica es, con mucho, la causa mas comun de choque hemorragico. Otras causas
incluyen sangrado gastrointestinal, sangrado de un embarazo ectdpico, sangrado por
intervencion quirdrgica o sangrado vaginal (Taghavi & Askari, 2021).

El choque cardiogenico es una condicion clinica de perfusion tisular inadecuada debido a la
disfuncion cardiaca y ocurre cuando la disfuncién sistolica o diastélica de la accion del
bombeo del corazon produce una disminucion del gasto cardiaco (Simko & Culleiton,
2020). La causa mas frecuente es el infarto al miocardio y puede producirse despues de
otras clases de choque asociados con el flujo sanguineo inadecuado en los vasos coronarios
o ser resultado de las sustancias secretadas por los tejidos isquémicos que comprometen la
funcién del corazon (Porth, 2010). Otras causas del choque cardiogénico incluyen
miocarditis, endocarditis, cardiomiopatia, ruptura cardiaca, arritmias, embolia pulmonar,
taponamiento cardiaco, sobredosis de drogas 0 envenenamiento con sustancias que afectan
la capacidad de bombeo del corazon (Simko & Culleiton, 2020).

El choque circulatorio puede describirse como la incapacidad del sistema vascular de
aportar una irrigaciéon adecuada a los tejidos y 6rganos periféricos. Esta afeccion no es una
enfermedad especifica sino un sindrome que puede desarrollarse durante la evolucion de
muchos trastornos que pueden ser fatales y puede ser consecuencia de una disminucién del
volumen sanguineo (choque hipovolémico), una obstrucciéon del flujo sanguineo en el
aparato circulatorio (choque obstructivo) o una vasodilatacién con redistribucion del flujo
(choque distributivo). EI choque circulatorio produce respuestas fisioldgicas
compensatorias que terminan por descompensar los diversos estados de choque si no se
instituye el tratamiento apropiado de forma urgente (Porth, 2010).

El choque obstructivo es producido por la obstruccion mecanica del flujo de sangre que
corre por la circulacion central; puede asociarse con varias etiologias, por ejemplo,
aneurisma disecante de aorta, taponamiento cardiaco, neumotorax o evisceracion de los
contenidos abdominales en la cavidad toracica debido a la ruptura de un hemidiafragma. Se



ha observado que la embolia pulmonar es la causa mas frecuente en este tipo de choque
(Porth, 2010).

El choque distributivo, vasodilatador o normovolémico se caracteriza por una
vasodilatacion arteriolar excesiva que provoca la disminucion de la resistencia vascular
sistémica con la hipotension resultante que conduce a una perfusién periférica inadecuada
(Kislitsina et al., 2019). EIl tono vascular se pierde a causa de 2 razones principales: la
disminucion del control simpéatico del tono vasomotor y la presencia de sustancias
vasodilatadoras en la sangre. Este tipo de choque también puede desencadenarse como
consecuencia de hipotensidn grave asociado a hemorragia, lo que se conoce como choque
irreversible o fase tardia del choque hemorragico. La sepsis es la causa mas comun del
choque distributivo. También puede ocurrir después de una cirugia cardiovascular, lesion
de medula espinal o surgir como consecuencia de anafilaxia o hipoperfusion prolongada. El
manejo del choque distributivo implica el tratamiento de la causa subyacente, la
reanimacion del volumen y la infusion de vasopresores para mantener una presion
sanguinea. Los médicos usan frecuentemente vasopresores catecolaminérgicos
(noradrenalina, epinefrina, dopamina, dobutamina). Sin embargo, las catecolaminas tienen
efectos adversos que incluyen isquemia y arritmias miocardicas que pueden afectar los
resultados (Mclntyre et al., 2018).

Tres tipos de choque comparten el patron circulatorio basico de la forma distributiva: el
neurogénico, el anafilactico y el séptico (Porth, 2010).

El choque neurogénico se produce por la disminucion del control simpatico del tono
vascular como resultado de un defecto en el centro vasomotor del tronco encefélico o en la
produccion de los impulsos eferentes que controlan los vasos sanguineos. La produccion de
impulsos en el centro vasomotor puede bloguearse por lesiones cerebrales, la accion de
depresores, anestesia general, hipoxia o falta de glucosa. A diferencia de lo que se observa
en el choque hipovolémico, en el neurogénico la frecuencia cardiaca suele ser menor que la
normal y la piel esta seca y caliente. Este tipo de choque es raro y por lo general transitorio
(Porth, 2010).

El choque anafilactico es un sindrome clinico que representa la reaccion alérgica mas
grave. Esta corresponde a un proceso inmunitario que desencadena la secrecion de
sustancias vasodilatadoras en la sangre, como histamina. Estas sustancias producen la
vasodilatacion de arteriolas y vénulas, asi como un gran aumento en la permeabilidad
capilar. Con frecuencia la respuesta vascular se asocia con edema laringeo y
broncoespasmos que pueden ser fatales, colapso circulatorio, contraccion del musculo
gastrointestinal, urticaria y angioedema (Porth, 2010).

El choque séptico es el tipo de choque méas comun, se asocia con infeccion grave y una
respuesta sistémica contra la infeccion. A diferencia de otros tipos de choque, éste suele
asociarse con complicaciones como insuficiencia pulmonar, coagulacion intravascular



diseminada y SDOM. Ademas, se diferencia del chogue hipovolémico y cardiogénico por
presentar un gasto cardiaco normal o aumentado y una baja resistencia vascular sistémica.
Independientemente de la causa, las tasas de mortalidad de los pacientes con choque siguen
siendo altas, que van del 40% al 60% para aquellos con choque séptico y se acercan al 40%
para aquellos con choque hemorragico (Wacker & Winters, 2014). En pacientes que se
encuentran en choque séptico, se ha identificado una disminucion importante en la
produccion de melatonina, lo que se relaciona con la gravedad de la sepsis, trastornos del
suefio y delirio que se asocian con mayor mortalidad (Mistraletti et al., 2019).

En un estado temprano del choque, se produce una redistribucion importante del flujo
sanguineo. La adaptacion del sistema circulatorio a la hemorragia severa mantiene el flujo
sanguineo del sistema nervioso central y corazdn, mientras que la sangre se desvia de otros
lechos vasculares (piel, musculo esquelético, estdmago, intestino, rifion) que pueden tolerar
mas facilmente periodos de isquemia. La hipovolemia aguda compensada adecuadamente
por la respuesta neuroendocrina es llamada choque compensatorio. A nivel celular, el
choque compensatorio ocurre cuando la disminucion del transporte arterial de oxigeno
disminuye de manera critica y los tejidos usan la via anaerobia como fuente de energia.
Bajo estas condiciones, la funcion celular se mantiene mientras que el rendimiento
combinado de fuentes aerobicas y anaerdbicas de energia proporcionen suficiente ATP para
la sintesis de proteinas y procesos contractiles. Varios tejidos son mas resistentes a la
hipoxia que otros. El intestino parece ser particularmente sensible a la disminucion de la
perfusion. La mucosa gastrica e intestinal muestra evidencia de metabolismo anaerdbico
antes de que la disminucién en el consumo de oxigeno sistémico sea detectada (Egan &
Johnson, 2020; Taghavi & Askari, 2021).

El choque descompensado resulta en el dafio tisular irreversible y ocurre cuando el
suministro aerébico y anaerobico de ATP es insuficiente para mantener la funcion celular.
Fallan las bombas de transporte i6nico asociadas a membranas, en particular aquellas
asociadas con la regulacién de calcio y sodio, resultando en edema celular y la pérdida de la
integridad membranal. Entre otros mecanismos que conducen a dafio celular irreversible
durante la hipoxia se encuentran la disminucion de energia celular, acidosis celular y
generacion de ROS. Durante esta etapa, si la pérdida de volumen continda o la resucitacion
con fluidos es inadecuada se desarrolla un circulo vicioso que conlleva al dafio tisular
irreversible y a la falla organica (Caraballo & Jaimes, 2019).

Los signos y sintomas del choque reflejan un suministro de oxigeno deteriorado y una
perfusion organica disminuida. En un choque leve, la compensacion fisioldgica podria
enmascarar estos déficits, lo que inicialmente da lugar a sintomas inespecificos como
malestar, debilidad y fatiga. A medida que el choque progresa y el paciente se
descompensa, surgen signos y sintomas mas clasicos que incluyen alteraciones en el estado
mental, taquicardia, hipoxemia, disminucion de la produccion de orina e hipotension. La
perfusion inadecuada puede ocurrir a pesar de una lectura normal de la presién arterial,



especialmente en pacientes con hipertensién preexistente. Independientemente del
mecanismo subyacente del choque, sino se reconoce y revierte la alteracion de la perfusion
y el suministro de oxigeno, la disfuncién organica, la necrosis tisular y la muerte se
producen rapidamente (Wacker & Winters, 2014).

El efecto general de un suministro de oxigeno sistémico inadecuado tiene implicaciones
importantes para el metabolismo de los tejidos, aumentando la glucolisis anaerobia. Esto da
como resultado una mayor produccion de lactato como un subproducto del metabolismo del
piruvato, ya que una menor cantidad entra al ciclo de Krebs. La hiperlactatemia, definida
como una concentracion sérica >2 mmol/L, se asocia con un mayor riesgo de muerte en
pacientes con sepsis. El lactato se usa cominmente como un indicador del estado de
perfusion de los pacientes y su medicion secuencial se incluye en el enfoque recomendado
para este tipo de pacientes (Caraballo & Jaimes, 2019).

2.2 Fisiopatologia del sindrome de disfuncion organica multiple

El SDOM se define como una disfuncion fisiologica progresiva de 2 o mas 6rganos en
pacientes con enfermedades agudas, su etiologia es compleja y depende de los factores del
paciente, los factores de lesién y los factores de tratamiento. Puede desarrollarse en
pacientes traumatizados después de un choque hemorragico y posterior a la reanimacion en
el SRIS lo que puede inducir dafio por reperfusion. EI SDOM permanece como la causa
principal de muerte en unidades de cuidados intensivos con una mortalidad entre 30% y
80% (Baez, 2019).

El choque hemorréagico es una condicion patoldgica que causa disminucion de la presion
sanguinea, asi como una baja perfusion en 6rganos viscerales. El suministro de sangre
principalmente mantiene la funcion cerebral y cardiaca, dejando la circulacion esplacnica
con un suministro sanguineo disminuido. La mucosa gastrointestinal es el primer sitio
afectado durante el choque hemorragico (Du et al., 2015). La isquemia gastrointestinal
aguda afecta ampliamente a pacientes en estado critico en las areas de trauma, trasplante,
cirugia cardiaca, choque y sepsis. Este tipo de lesion estd asociada con altas tasas de
mortalidad que van del 60 al 90%, las cuales no han cambiado en los dltimos 70 afios. La
alta mortalidad es atribuible, en parte, a la falta de una prueba diagndstica predictiva que
pueda facilitar la deteccion temprana en aquellos pacientes con alto riego de isquemia
gastrointestinal. Esto particularmente es relevante en aquellos que estan en estado critico
donde los sintomas clasicos del dolor abdominal se ocultan debido a la sedacion y la
ventilacion mecanica. Un diagnoéstico anticipado puede dar como resultado un tratamiento
mas temprano que posiblemente prevenga la necesidad de cirugia o si la cirugia estuviera
indicada, ocurriria antes, reduciendo la morbilidad y mortalidad. En pacientes en estado
critico, se ha demostrado que los marcadores convencionales de isquemia intestinal, lactato
sérico y recuento de globulos blancos carecen de sensibilidad y especificidad (Salim et al.,
2017); mientras que pruebas de diagndstico, como la tomografia o la angiografia, exponen



a los pacientes al riesgo de nefropatia por contraste y tampoco son definitivas (Khadaroo et
al., 2017).

La lesion gastrointestinal por isquemia/reperfusion (I/R) es considerada como el factor
inicial del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) y el SDOM, el cual resulta
en una alta mortalidad en la préctica clinica. Este tipo de lesion puede provocar disfuncion
de la barrera epitelial y al mismo tiempo causar dafio grave a la mucosa, que aunado al
inmunocompromiso presentado en pacientes en estado critico, son la principal causa de
complicaciones graves y muerte (Asrani et al., 2020).

En las fases tempranas de la lesion, el dafio tisular se caracteriza por la produccion y
liberacion de una variedad de patrones moleculares asociados a dafio (PMAD) gue inducen
a una respuesta inflamatoria temprana (Asrani et al., 2020; Du et al., 2015; Guisasola et al.,
2015). El tratamiento en este tipo de pacientes estd enfocado en perfundir nuevamente los
tejidos afectados (Kislitsina et al., 2019); sin embargo, el retraso en la deteccion de los
signos asociados al compromiso hemodindmico en el organismo, la demora en el
tratamiento y el mismo tratamiento pueden precipitar el desarrollo de una lesion en el tracto
gastrointestinal (Asrani et al., 2020). Como consecuencia, bacterias y mediadores tdxicos
liberados de la mucosa lesionada pueden ser transportados a través de la circulacion y de
los ganglios linfaticos mesentéricos aumentando la posibilidad de sepsis y finalmente,
provocar SDOM (Lelubre & Vincent, 2018).

La teoria del origen intestinal de la sepsis propone el modelo de los tres pasos. En este
modelo, un estimulo inicial resulta en la hipoperfusion esplacnica (primer paso)
convirtiendo al intestino en el mayor sitio de produccion de factores proinflamatorios. La
resucitacion resulta en reperfusion que conduce a una lesion por I/R en el tracto
gastrointestinal (segundo paso) que da como resultado la pérdida de funcion de barrera de
la mucosa intestinal y por consiguiente un incremento en la respuesta inflamatoria
intestinal. Una vez que las bacterias o endotoxinas cruzan la mucosa intestinal pueden
generar un aumento en la respuesta inmune tal que el intestino se convierte en un 6rgano
proinflamatorio liberando quimiocinas, citocinas y otros intermediarios proinflamatorios
que afectan el sistema inmune local, asi como sistémico (tercer paso), finalmente
provocando SRIS y SDOM (Gatt et al., 2007).

Citocinas proinflamatorias como el TNF-a y la IL-1p son reguladores tempranos de la
respuesta inmune y ambas inducen la liberacion de citocinas secundarias tales como IL-6 e
IL-8. Estas citocinas proinflamatorias parecen contribuir al comienzo del SRIS y la sepsis.
Hay evidencia de que la liberacion de citocinas hacia la circulacién sistémica contribuye a
la patogénesis del SDOM. Multiples estudios demuestran la relacion entre elevadas
concentraciones de citocinas proinflamatorias y mortalidad (Binkowska et al., 2015).
Debido a la aparicion de TNFa ¢ IL-6 en la respuesta inmune temprana, estas citocinas se
han propuesto como potenciales biomarcadores predictivos tempranos para respuesta
inflamatoria sistémica (Guisasola et al., 2015).



La evaluacién del estado clinico de los pacientes se realiza monitorizando la funcién
cardiovascular, respiratoria, renal y hepéatica a partir de la estimacion de variables
fisiologicas como la produccién de orina, la saturacion de oxigeno, la concentracion de
gases en sangre, la proteina C reactiva y el lactato. El inconveniente que se presenta al
monitorizar estas variables es que solo se pueden detectar cuando los pacientes presentan
una clara alteracion de los 6rganos (Giannoudis et al., 2004). Debido a que la deteccion de
estas variables se observa de manera tardia, es importante identificar marcadores de dafio
isquémico temprano que ayuden a proporcionar un tratamiento adecuado.

2.3 Dainio celular generado por isquemia/reperfusion

La isquemia se refiere a la pérdida del suministro de sangre hacia algin 6rgano del cuerpo,
resultando en deficiencias de oxigeno, glucosa y otras sustancias requeridas para el
metabolismo. La obstruccion del flujo sanguineo arterial causa hipoxia y conduce a la
disfuncion de la cadena transportadora de electrones en la mitocondria. La disminucion en
la produccién de ATP en la mitocondria induce el metabolismo anaerobio, por lo que se
produce un nivel bajo de ATP y agentes antioxidantes en las células. Ademas, la retencién
de &cido lactico puede conducir a la acidosis metabdlica. Adicionalmente, puede haber
fallas en las bombas de sodio/potasio (Na'/K*-ATPasa) y calcio (Ca?*-ATPasa) en la
superficie celular. La falla en la bomba Na*/K*™-ATPasa causa retencion de sodio en las
células y potasio fuera de ellas. Un alto nivel de sodio en las células disminuye la actividad
del intercambiador de sodio/hidrdgeno (Na*/H*). Las bombas Ca?*-ATPasa sobre el
reticulo endoplasmico también se vuelven disfuncionales lo que limita la recaptacion de
calcio. En las células, la acumulacion de los iones H*, Na*y Ca?* causa hiperosmolaridad lo
cual conduce el flujo de agua hacia el citoplasma y edema celular. La retencién del H*
disminuye el pH celular conduciendo hacia el deterioro de la actividad enzimatica y la
condensacién de la cromatina. El desprendimiento de los ribosomas disminuye la sintesis
de proteinas (Fig.1) (McMichael & Moore, 2004; Wu et al., 2018).

Después de la etapa de reperfusion, la restauracion del flujo sanguineo al tejido isquémico
proporciona oxigeno a través de los eritrocitos. En paralelo, la generacion de ROS (10-30
segundos después de la reperfusion) incrementa debido a la baja concentracion de agentes
antioxidantes en las células isquémicas (McMichael & Moore, 2004; Wu et al., 2018).
Durante la isquemia, la degradacion de ATP produce hipoxantina. Una vez que el tejido
isquémico es reperfundido, la afluencia de oxigeno cataliza la xantina-oxidasa para
degradar la hipoxantina a acido urico, liberando el anién superoxido (O2), el cual es
altamente reactivo. El O™ es subsecuentemente convertido a perdxido de hidrogeno (H20>)
y radical hidroxilo (OH"). La mayor consecuencia del OH" es la peroxidacion de estructuras
lipidicas de las membranas celulares resultando en la produccion y liberacién de
eicosanoides proinflamatorios, alteracion de la permeabilidad celular, dafio al DNA,
degradacion de proteinas estructurales y en Gltima instancia, la muerte (Cowled & Fitridge,
2011; Tsukamoto et al., 2010).
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Figura 1. Respuesta celular a la isquemia (Tomada de Stevens, Lowe, & Scott, 2011)

La muerte celular puede ser definida como la pérdida irreversible de la integridad de la
membrana plasmatica. Historicamente, se han distinguido 3 tipos de muerte de acuerdo con
algunos criterios morfologicos (Tabla 2).

Tabla 2. Tipos de muerte celular y caracteristicas morfologicas

Apoptosis Retraccion celular, condensacion y fragmentacion de cromatina, retraccion
nuclear, formacién de cuerpos apoptéticos.

Autofagia Acumulacién de vesiculas autofagicas citoplasmaticas

Necrosis Degradacion inespecifica de DNA, cariolisis, dilataciéon de mitocondrias,

ruptura temprana de membrana plasmatica.

La muerte celular tipo I, mejor conocida como apoptosis, se considera un tipo de muerte
controlada (dependiente de caspasas) e interviene en el proceso normal de eliminacion y
renovacion celular; presenta cambios caracteristicos en la morfologia nuclear, incluida la
condensacion (picnosis) y fragmentacion (cariorrexis) de la cromatina; se observan cambios
menores en los organelos y contraccion celular general, formacién de ampollas en la
membraba plasmatica y formacion de cuerpos apoptéticos que contienen material
citoplasmatico y nuclear. Todos estos cambios ocurren antes de que se pierda la integridad
de la membrana plasmatica. La muerte celular tipo I, la autofagia, se caracteriza por una
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acumulacion masiva de vesiculas autofagicas en el citoplasma. La muerte celular tipo 11, es
conocida como necrosis, se describe como una muerte celular accidental y no controlada,
sin embargo, hay evidencia de que este tipo de muerte puede llevarse a cabo mediante un
conjunto de vias de transduccion de sefiales y mecanismos de ejecucion, morfoldgicamente
se caracteriza por la ruptura temprana de la membrana plasmaética y dilatacion de los
organelos, en particular de la mitocondria (Golstein & Kroemer, 2007; Vanden Berghe et
al., 2015; Vanlangenakker et al., 2008).

2.4 Dainio tisular generado por isquemia/reperfusion

La lesion por I/R se define como la exacerbacion paraddjica de la disfuncién celular y la
muerte, luego de la restauracion del flujo sanguineo a los tejidos isquémicos. El
restablecimiento del flujo sanguineo es esencial para salvar tejidos isquémicos; sin
embargo, la reperfusion en si misma, paraddjicamente, causa un dafio mayor, amenaza la
funcién y viabilidad del érgano. La lesion por I/R puede involucrar no solo al érgano
isquémico en si, sino que también puede inducir dafio sistémico a 6rganos distantes, lo que
podria conducir a una falla multisistémica de los 6rganos. La lesion por reperfusion es un
proceso multifactorial que produce una destruccion extensa del tejido (Cowled & Fitridge,
2011).

La lesion por I/R se compone por 2 estados especificos: el estado isquémico, donde hay una
privacion temporal de oxigeno y nutrientes por la pérdida del flujo sanguineo hacia un
tejido y el estado de reperfusion, en el cual se presenta un retorno del suministro de oxigeno
hacia el tejido isquémico (Tsukamoto et al., 2010). La reintroduccion de oxigeno hacia el
tejido isquémico puede exacerbar la lesién y conduce a un incremento en la sintesis de
radicales libres y citocinas proinflamatorias (Meng et al., 2020), asi como a la migracion de
neutrofilos hacia la zona afectada (Kobata et al., 2007). Mediadores inflamatorios
generados durante la I/R incluyen TNFa, IL-1B (Kwiecien & Brzozowski T, 2002), factor
de agregacion plaquetaria, complemento y quimiocinas, todos estos son potentes
quimioatrayentes y contribuyen a la migracion de neutréfilos. Aunque los mismos
neutréfilos activados pueden liberar TNFa e IL-1pB, estas citocinas son principalmente
liberadas por macréfagos residentes y mastocitos (Fukumura et al., 1995). El TNFa induce
la adhesion de neutrofilos y degranulacion, estimula la actividad de la enzima NADPH
oxidasa para producir ROS e incrementa la expresion de receptores a IL-2, asi como la
expresion de ICAM-1 endotelial (McMichael & Moore, 2004). El incremento en la
actividad de la NADPH oxidasa esté involucrada en la aparicion del dafio en la mucosa
gastrica inducido por I/R y la actividad de esta enzima puede estar causalmente relacionada
por la sobrerregulacion de COX-2 durante I/R (Nakagiri & Murakami, 2009).

El endotelio es sensible a hipoxia, una de las primeras respuestas es el incremento en la
endotelina-1 y la generacion de radicales libres (Hassan et al., 1997). Posteriormente, se
presenta dafio secundario a un incremento en el volumen celular, pérdida en la organizacion
del citoesqueleto y disminucion en la fluidez de membrana. Durante la reperfusion las
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células endoteliales exhiben dafio morfoldgico incluyendo edema celular, pérdida en la
adherencia sobre la membrana basal y adherencia de leucocitos activados (Rushing & Britt,
2008).

Los neutrdfilos tienen un papel importante en la lesion por I/R. Las ROS producidas como
el anion superdxido activan a los neutrofilos, los cuales liberan citocinas vy
subsecuentemente se da una migracion mayor de neutrdfilos hacia la regién lesionada
(Mitra & Abraham, 2006). Las moléculas de adhesién celular sobre la superficie de los
neutrofilos se unen a ligandos en las celulas endoteliales, iniciando una secuencia de
eventos que culminan en la extravasacion de neutréfilos a través de la microvasculatura. La
lesion de los tejidos se presenta en el momento de la reperfusion debido a la produccion de
radicales libres y enzimas proteoliticas generadas por los neutréfilos (Smith et al., 1987).

Las alteraciones descritas previamente corresponden a una reaccion inflamatoria aguda, la
cual es una respuesta rapida del anfitrién que sirve para hacer llegar leucocitos y proteinas
plasmaticas al foco de lesion tisular. La inflamacion aguda estd constituida por 3
componentes esenciales: 1) alteracion del calibre vascular que aumenta el flujo de sangre,
2) cambios estructurales de los capilares que permiten la salida de la circulacion de las
proteinas plasmaticas y los leucocitos, y 3) migracién de los leucocitos de la
microcirculacién, acumulacion de estos en el foco de lesion y activacion para eliminar el
agente lesivo. La reaccion inflamatoria aguda puede estimularse por infecciones y toxinas
microbianas, necrosis tisular de cualquier origen, incluida la isquemia, traumatismos,
lesiones quimicas y fisicas, presencia de cuerpos extrafios o reacciones inmunitarias
(Kumar et al., 2010).

2.5 Dafio en la mucosa géastrica inducido por isquemia/reperfusion

El dafio en la mucosa gastrica provocado por I/R es un problema clinico importante
asociado a diversas condiciones fisiopatoldgicas, tales como trauma, cirugia mayor, drogas
antiinflamatorias o choque hipovolémico (Du et al., 2015). Varios estudios han demostrado
que radicales libres, lipoperoxidacion e infiltracion de neutrofilos en la mucosa géstrica
tienen un papel importante en la patogénesis de las lesiones gastricas agudas inducidas por
I/R (Smith et al., 1987; Bulbul et al., 2008). Ademas, se ha demostrado que otros factores,
tales como prostaglandinas y NO, también tienen un papel patogénico relevante en las
lesiones gastricas (Nakamori et al., 2010).

Histologicamente, durante la fase de isquemia se han observado lesiones celulares letales
caracterizadas por eosinofilia citoplasmatica y condensacion nuclear, también se observa la
presencia de neutréfilos principalmente en la lamina propia y dilatacion vascular. Este tipo
de eventos son caracteristicos durante la fase inicial de una respuesta inflamatoria (Beltran
et al., 2013). Posterior a un periodo de 60 minutos de reperfusion se observa dafio en la
mucosa gastrica, principalmente en el epitelio superficial, extendiéndose hacia la regién de
las fositas y las glandulas gastricas (Yi et al., 2012).
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2.6 Reparacion del dafio tisular

La reparacion de las heridas se divide en 3 fases: inflamacion, proliferacion y maduracion.
Estas fases se solapan y su distincién es algo arbitrario, pero ayudan a comprender la
secuencia de acontecimientos que suceden durante la cicatrizacién del tejido dafiado. La
agresion inicial determina la agregacion plaquetaria y formacion de un coagulo sobre la
superficie de la herida, lo que provoca inflamacion. En la fase proliferativa se forma tejido
de granulacion, proliferacion y migracion de células del tejido conjuntivo y reepitelizacion
de la superficie dafiada. La maduracién implica el depdsito de matriz extracelular (MEC),
el remodelado tisular y la contraccion de la herida (Kumar et al., 2010).

El dafio en el tejido condiciona la activacion rapida de la vias de la coagulacion con
formacion de un codgulo de sangre en la superficie de la herida. Ademas de eritrocitos
atrapados, el coagulo contiene fibrina, fibronectina y componentes del complemento. El
coagulo permite detener la hemorragia y también sirve como andamiaje para las células que
migran y que son atraidas por los factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas liberadas
en la zona. La liberacion de VEGF aumenta la permeabilidad de los vasos y causa edema.
En 24 horas aparecen neutrofilos en los margenes de la lesién liberando enzimas
proteoliticas que limpian los restos y las bacterias invasoras (Kumar et al., 2010).

Los fibroblastos y las células endoteliales proliferan durante las primeras 24-72 horas del
proceso de reparacion para crear un tipo especializado de tejido, que se llama tejido de
granulacion que es una caracteristica de la reparacion tisular. EI término se debe al aspecto
blando, rosado y granular de la superficie de la herida. Su caracteristica histolégica tipica es
la presencia de neovasos pequefios y la proliferacion de fibroblastos. Estos neovasos tienen
fugas y permiten la salida de proteinas y liquido al espacio extravascular. Por tanto, el
tejido de granulacion nuevo suele ser edematoso y la cantidad formada depende del tamafio
del defecto tisular creado por la lesion y de la intensidad de la inflamacion (Kumar et al.,
2010).

Los neutrofilos se sustituyen en gran parte por macrofagos en 48-96 horas los cuales son
responsables de eliminar los restos extracelulares, fibrina y otros cuerpos extraiios en el
lugar de la reparacion y de inducir la angiogenia y el depdsito de MEC. A las 24-48 horas
brotes de células epiteliales de desplazan desde el margen de la lesion depositando
componentes de la membrana basal conforme avanzan. Al tiempo que se produce la
reepitelizacion, aumenta la cantidad de fibrillas de colageno. Al principio se produce una
matriz provisional de fibrina, fibronectina plasmatica y colageno tipo Ill, pero después se
sustituye por una matriz constituida por colageno tipo | (Kumar et al., 2010).

La proliferacion y restitucion son los procesos responsables para mantener la continuidad
epitelial y consecuentemente una barrera de células epiteliales en el estdbmago. La
proliferacion requiere mitosis y, por lo tanto, es un proceso bastante prolongado, mientras
que la restitucion es un proceso mucho mas rapido que depende de la migracion celular. En
respuesta a la interrupcion aguda del epitelio gastrico, la migracion celular es la primera
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respuesta para restaurar la continuidad epitelial y la funcion de barrera (Aihara & Montrose,
2014).

2.7 Melatonina

La melatonina (MT, N-acetil-5-metoxitriptamina) es una neurohormona secretada por la
glandula pineal en condiciones de oscuridad y regula diversos procesos bioldgicos (Pandi-
Perumal et al., 2008). Se han demostrado diversas funciones fisioldgicas de la MT, incluida
la regulacién del ciclo circadiano y endocrino, ademas de presentar propiedades
antiinflamatorias, analgésicas, ansioliticas y antioxidantes (D’Angelo et al., 2020).

La sintesis de MT (Fig. 2) se realiza a partir de triptéfano via hidroxilacion por 5-triptofano
hidroxilasa a 5-hidroxitriptéfano, descarboxilacion por aminodcido aromaética
descarboxilasa a 5-hidroxitriptamina (serotonina), N-acetilacién por N-acetil transferasa a
N-acetilserotonina (NAT) y O-metilacion por hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT) a
MT (N-acetil-5-metoxitriptamina) (Paterniti et al., 2016). Una vez formada, la MT es
liberada hacia los capilares y es entonces rapidamente distribuida a la mayoria de los
6rganos (Pandi-Perumal et al., 2008).

Triptéfano
5-triptéfano )
hidroxilasa l
5-hidroxitriptéfano
Aminoacido

aromatica —) l

descarboxilasa
Serotonina

N-acetiltransferasa mmp l

N-acetilserotonina

Hidroxindol-O- -
metiltransferasa
Melatonina

Figura 2. Sintesis de melatonina

La presencia de MT ha sido detectada en multiples tejidos extrapineales incluyendo
cerebro, retina, cristalino, coclea, epitelio de la via aérea, tracto gastrointestinal, higado,
rifidn, tiroides, pancreas, timo, bazo, células del sistema inmune, cuerpos carotideos, tracto
reproductivo y células endoteliales. En muchos de estos tejidos, las enzimas que participan
en la sintesis de MT han sido identificadas. La MT esta presente esencialmente en todos los
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fluidos bioldgicos incluyendo liquido cerebroespinal, saliva, bilis, liquido sinovial, liquido
amniotico y leche materna. En varios de estos fluidos, la concentracion de MT excede la de
la sangre (Acufa-Castroviejo et al., 2014).

La MT es un compuesto lipofilico que difunde rapidamente a través de las membranas y
estd involucrada en muchos procesos regulatorios, tales como ritmos bioldgicos, reflejo
intestinal, proteccion contra inflamacion, metabolismo y reproduccion. En el tracto
gastrointestinal, las células enterocromafines (EC) son la principal fuente de MT
extrapineal y sustancialmente contribuyen a las concentraciones en sangre periférica de
MT. Los niveles de MT intestinal dependen de la digestion. En contraste con los niveles de
MT pineal, los niveles de MT gastrointestinal son independientes de la luz o del ritmo
circadiano (Chen et al., 2011; Ferlazzo et al., 2020). Los niveles de MT en el intestino son
al menos 400 veces mas altos que en la glandula pineal y 10 a 100 veces mas altas que el
suero (Ma et al., 2020). Las funciones de la MT extrapineal no solamente son endocrinas,
también es una sustancia autocrina o paracrina y regula muchas funciones gastrointestinales
como el transporte de iones y agua, proliferacion epitelial, secrecién de acido y motilidad
(Zhang et al., 2015).

La MT posee altas propiedades antioxidantes. Se une hasta a 10 radicales libres por
molécula, mientras que los antioxidantes clasicos como la vitamina C y E se unen a uno.
Ademas, tiene una alta biodisponibilidad, penetrando la barrera hematoencefalica y la
placenta. Indirectamente, las propiedades antioxidantes estan relacionadas con una mayor
actividad de la superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, reductasa y catalasa (Shneider
et al., 2020).

La MT ha resultado ser més efectiva que la vitamina E, reduciendo en mayor cantidad la
concentracion de H»O> mitocondrial, ademas fue més eficaz para limitar la apoptosis
mediada por mitocondrias en astrocitos. La forma en que la MT obtiene acceso a las células
y los compartimentos subcelulares ha sido ampliamente debatida, se han considerado varias
opciones. Al ser altamente soluble en lipidos, la MT podria simplemente difundirse
pasivamente a través de las membranas celulares. Recientemente se sugirié que la MT se
transfiere activamente a las células a través del transportador de glucosa, GLUT 1, también
se ha propuesto que la absorcién de MT por las células y las mitocondrias es un proceso
facilitado que involucra a los transportadores de oligopéptidos PEPT1 y PEPT2. Estos
transportadores existen tanto en la membrana como en las mitocondrias (Reiter et al.,
2020).

Los propiedades antioxidantes y antiinflamatorias se han reportado en diferentes modelos.
En un modelo de isquemia cerebral, el tratamiento con MT fue capaz de disminuir la
expresion de IL-18 y TNF-a en la corteza y en el hipocampo, asi como de marcadores
proapoptdticos como BAX y BAD (Paredes et al., 2015).
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En estudios clinicos, la administracion oral de MT en pacientes sometidos a trasplante renal
(Panah et al., 2019) y con lesion cerebral inducida por I/R después de endarterectomia
carotidea (Zhao et al., 2018) presentaron una mejor recuperacion y funciéon debido a la
disminucion del estrés oxidativo y el proceso inflamatorio.

La MT también estd siendo ampliamente estudiada en el tratamiento del cancer. Se ha
reportado que la administracion de MT inhibe la estabilizacion del HIF-1a como resultado
de sus propiedades antioxidantes, consecuentemente no se expresa el factor de crecimiento
endotelial vascular (Dai et al., 2008; Park et al., 2009; Park et al., 2010). Esto provoca que
se bloguee la angiogénesis y el crecimiento tumoral (Kim et al., 2013).

2.8 Efecto de la melatonina sobre el dafio en la mucosa gastrica generado por
isquemia/reperfusion

El efecto de la administracion de MT sobre el dafio por I/R ha sido evaluado en diferentes
organos como son pulmén (Takhtfooladi et al., 2015), higado (Deng et al., 2016), cerebro
(Lin et al., 2018), intestino (Ozban et al., 2015) y corazén (Zhai et al., 2017). En el
estomago, el efecto gastroprotector de la MT ha sido evaluado en diferentes modelos de
ulceracion. Mohamadin et al., (2009), realizaron un modelo de lesion gastrica inducida por
peréxido de hidrogeno intragastrico en rata, encontraron que la MT protege la mucosa
contra el dafio gracias a sus propiedades antioxidantes, preservando los niveles de
prostaglandinas-2 y éxido nitrico, ademas de inhibir la induccion de TNFa en el tejido
géastrico. Por otra parte, Zhang et al., (2015), evaluaron el efecto de la MT en un modelo de
lesion gastrica asociado a estrés por ruido, de acuerdo con sus resultados el posible
mecanismo gastroprotector de la MT es atribuido a su capacidad para disminuir el estrés
oxidativo y atenuar la activacion del eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal.

En estudios preclinicos, se ha demostrado que tanto el pretratamiento (preventivo) como el
tratamiento (correctivo) con MT, tiene efectos gastroprotectores después de inducir lesiones
agudas en la mucosa gastrica por I/R. El efecto protector de la MT ha sido atribuido a sus
efectos antioxidantes limitando el dafio por lipoperoxidacién; ademéas de aumentar la
actividad de las enzimas glutation peroxidasa, superoxido dismutasa y catalasa. Por otra
parte, estimula la produccion de prostaglandinas, disminuye la infiltracion y la funcion de
neutréfilos y reduce la apoptosis en células de la mucosa gastrica (De La Lastra et al., 1997;
Konturek et al., 1997; Cabeza et al., 2001; Cabeza et al., 2003; Shahrokhi et al., 2016;
Mubarak et al., 2018).

2.9 Bioimpedancia eléctrica

La impedancia eléctrica es el uso de un voltaje aplicado a un circuito para medir su
resistencia a la corriente. La medicion de la impedancia proporciona la relacion compleja
de resistencia y reactancia para el circuito (Morse, 2014). La bioimpedancia eléctrica es
definida como la medicion de la impedancia eléctrica de una muestra bioldgica y representa
la oposicion de un medio biol6gico al paso de una corriente eléctrica alterna y tiene los
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componentes de resistencia y reactancia. La resistencia esta condicionada por la resistividad
de los diferentes tejidos a la conduccion de la corriente eléctrica. La reactancia es debida al
efecto aislante de las membranas celulares que se comportan como condensadores que se
cargan y descargan al paso de la corriente. Los valores de resistencia y reactancia dependen
de la frecuencia de la corriente alterna. La resistencia es inversamente proporcional a la
frecuencia, ya que la conductividad eléctrica de la mayoria de los tejidos aumenta si se
incrementa la frecuencia (Sanchez-Iglesias et al., 2012).

La bioimpedancia eléctrica en los tejidos vivos puede ser medida continuamente con el fin
de identificar alteraciones en condiciones patol6gicas como son isquemia, infarto o necrosis
las cuales implican modificaciones celulares que afectan la impedancia. EI monitoreo de la
bioimpedancia ha sido utilizado para detectar infarto en diferentes 6rganos como son
corazdn, intestino, higado, estdmago, etc. En muchos de estos casos, el evento es detectado
por las alteraciones que ocurren en el volumen intra y extracelular (Ivorra, 2005).

2.9.1 Espectroscopia de impedancia eléctrica

Se denomina espectroscopia a cualquier estudio en el cual la absorcion de radiacion
electromagnética depende de la frecuencia, las cuales estan en un rango de 100 Hz a 10
MHz, donde la absorcion estd determinada principalmente por la estructura celular del
tejido. Por lo tanto, podemos definir la espectroscopia de impedancia eléctrica (EIE) como
el estudio de la interaccién de un campo eléctrico alterno con tejido biologico (Simini &
Bertemes-Filho, 2018).

La técnica de EIE estd relacionada con los fenomenos de absorcion de las ondas
electromagnéticas, la cual se mide variando la frecuencia del campo eléctrico aplicado y
graficando la energia absorbida por la muestra en cada frecuencia. El trazado resultante se
Illama espectro que puede contener la intensidad de la absorcion, es decir, la impedancia
eléctrica. ElI enfoque general es aplicar un estimulo eléctrico (un voltaje o corriente
conocido) al material y después observar el voltaje o corriente resultante. El estimulo se
puede aplicar principalmente de 3 formas:

1. Funcion de paso: se aplica un voltaje de paso en un tiempo = 0 al material y se mide
una corriente variable en el tiempo. Luego se transforma en la frecuencia dominio
para calcular la impedancia dependiente de la frecuencia.

2. Sefal de ruido: un voltaje continuo compuesto de ruido aleatorio con energia sobre
un rango de frecuencia conocido y la corriente resultante es medida y después es
transformada hacia el dominio de frecuencia.

3. Sefal sinusoidal: se aplica una tension o corriente de frecuencia Unica al material y
se mide la corriente o tensién dependiente de la frecuencia resultante. La respuesta
se mide en el rango de frecuencias de interés en términos de desplazamiento de fase
y amplitud o en partes reales e imaginarias. La parte real de la impedancia es
Ilamada resistencia (R) mientras que la parte imaginaria es llamada reactancia (X).
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La EIE consiste en medir la impedancia eléctrica (Z), la admitancia (), el mddulo de
impedancia |Z| o la permitividad (en funcion de la frecuencia) para caracterizar el material
bioldgico en estudio (Simini & Bertemes-Filho, 2018).

La EIE puede ser asistida mediante el uso de circuitos eléctricos equivalentes para
representar el tejido bioldgico, los cuales se pueden usar para describir los parametros que
caracterizan un espectro de impedancia. El citoplasma celular y el espacio extracelular
actian como un medio conductivo aislado uno del otro por la membrana celular. La
conductividad en el espacio intra (R;) y extracelular (Re) contribuyen a la resistencia total
del tejido, mientras que la membrana celular contribuye al efecto capacitivo (Cm) (Fig. 3)
(Kun & Peura, 1994; Casas et al., 1999; Simini & Bertemes-Filho, 2018).

R,

Resistencia extracelular

-
-

* e L

LN

A NS g
R; ' | Tl

“m -

Resistencia intracelular

Capacilancia membranal

Figura 3. Modelo de un circuito eléctrico en el tejido. Re (resistencia extracelular); Ri (resistencia
intracelular); Cm (Capacitancia membranal) (figura tomada de Chao et al., 2013).

2.9.2 Propiedades eléctricas de los tejidos

Las propiedades eléctricas de los tejidos en varios rangos de frecuencia estan determinadas
por la disposicion, dimension, componentes y estructura interna de las células
constituyentes (Bera, 2014). La conductividad y la permitividad eléctrica de los tejidos
bioldgicos tienen una marcada dependencia con la frecuencia de la sefial de excitacion.
Debido a la presencia del aumento en la conductividad al incrementar la frecuencia se
pueden caracterizar 3 zonas de variacion de conductividad denominadas dispersiones, cada
una relacionada con membranas celulares, organelos celulares, efectos electrocinéticos, etc.
Estas 3 regiones se conocen como o (hasta 10 kHz, aproximadamente), § (de 100 kHz hasta
10 MHz, aproximadamente) y v (frecuencias superiores a 100 MHz). Por otra parte, Gabriel
et al. 1996, reportd estas zonas de dispersion en frecuencias mas bajas: 1 Hz, 1 kHz y 1
MHz. Mas tarde, se agreg6 una cuarta zona de dispersion en el rango inferior de GHz (Fig.
4) (Grimnes & Martinsen, 2008).
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Figura 4. Regiones de dispersion (Tomada de Grimnes & Martinsen, 2008).

La primera region de dispersidn se presenta a bajas frecuencias, en esta zona los cambios de
impedancia se encuentran asociados con las interfases entre los tejidos, como la membrana
celular. En la segunda region de dispersion los cambios se relacionan principalmente con la
polarizacion de la membrana celular, la cual actia como barrera al flujo de iones entre los
medios intra y extracelulares; ademas, se produce una polarizacion de proteinas y
macromoléculas organicas. La tercera region de dispersion se presenta a altas frecuencias,
los cambios se asocian al contenido de agua, electrolitos y proteinas de los tejidos. Estas
zonas de dispersion determinan el comportamiento del tejido, siendo la zona 3 la de mayor
interés practico para estudiar propiedades globales del tejido, tal como el estado
histopatoldgico de los mismos (Grimnes & Martinsen, 2008).

2.9.3 Laimpedancia como una funcion de la frecuencia

A bajas frecuencias (aproximandose a 0 Hz), la membrana celular actia como un capacitor
de circuito abierto y bloquea el paso de la corriente eléctrica hacia el espacio intracelular y
la corriente pasa sélo por el espacio extracelular, por lo que la impedancia es resistiva y
representa la impedancia del volumen del espacio extracelular. A alta frecuencias, la
membrana celular actia como un condensador de cortocircuito que permite que la corriente
eléctrica penetre tanto el espacio intra como el extracelular, la impedancia medida también
es resistiva y representa la impedancia de los volimenes de ambos compartimentos;
entonces, los cambios en estas frecuencias estan relacionados con el volumen del espacio
intracelular (Parramon et al., 2007).

Las mediciones de impedancia en el rango de frecuencias de kHz hasta pocos MHz (region
de dispersion B) se caracterizan por la presencia de membranas celulares que actian como
dieléctricos, por lo que no proporcionan conduccion a baja frecuencia y son casi
eléctricamente transparentes a altas frecuencias (Gersing, 1998).
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2.9.4 Propiedades eléctricas del tejido isquémico

La EIE es una técnica capaz de caracterizar tejidos in vivo y observar la progresion del dafio
en condiciones de isquemia. Durante el curso de la isquemia, el tejido exhibe cambios
caracteristicos en los espectros de impedancia, principalmente causados por edema celular,
reduccion del espacio extracelular y la acumulacién de productos metabdlicos. El efecto de
la isquemia es el pronunciado aumento de la impedancia a bajas frecuencias, una
caracteristica comun en O&rganos formados por células conectadas por uniones
intercelulares. EI cambio de estas uniones es un indicador del estado del 6rgano en el
progreso de las alteraciones inducidas por la isquemia (Gersing, 1998).

Los cambios fisicos en el tejido después del inicio de la isquemia conducen a cambios en
los parametros de impedancia (R y X), estos cambios dependeran del tiempo de isquemia 'y
la frecuencia de excitacion. Se han aceptado varios mecanismos relacionados a los cambios
en los parametros de impedancia con los cambios fisicos en los tejidos relacionados con la
isquemia. Un cambio temprano es la reduccion del espacio intercelular, con el aumento en
la resistencia de baja frecuencia, esto debido al cambio en la relacion entre el agua
extracelular e intracelular, ya que las células comienzan a hincharse debido a la 6smosis
cuando se reduce la funcion de las bombas idnicas. La disminucién en el agua extracelular
da como resultado un aumento en la resistencia de baja frecuencia. Otro cambio es el
aumento de la permeabilidad de la membrana celular debido a su funcion reducida, que
resulta en una disminucion gradual de la impedancia. Otro cambio que conduce a la
reduccion en la impedancia es la formacién de edema intersticial, congestion vascular y
cambios en la vascularidad (Strand-Amundsen et al., 2016).

En la figura 5 se muestra un esquema del efecto de la corriente eléctrica sobre un tejido
biolégico normédxico e isquémico a diferentes frecuencias. Durante condiciones de
normoxia, una cantidad significativa de corriente de baja frecuencia es capaz de fluir a
través del espacio extracelular sin demasiada oposicién al paso de la corriente. Mientras
que, en condiciones de isquemia, las células no son capaces de generar suficiente energia
para alimentar las bombas i6nicas y el agua extracelular penetra al interior de la célula.
Como consecuencia, las células se hinchan e invaden el espacio extracelular y causan una
mayor oposicion al paso de la corriente en los fluidos extracelulares, causando un
incremento en la impedancia a baja frecuencia. Entonces, las mediciones de bioimpedancia
a bajas frecuencias son un indicador de tejido isquémico. A altas frecuencias, los cambios
de impedancia estan influenciados por las impedancias de los fluidos intra y extracelular, y
la permeabilidad ionica de las membranas (Ivorra, 2005).
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Figura 5. Paso de la corriente eléctrica a bajas y a altas frecuencias a través del tejido. EI edema celular
causado por la isquemia genera un aumento en la impedancia principalmente a bajas frecuencias (Adaptada
de Ivorra, 2005).

La EIE ofrece diversas aplicaciones en el campo de la medicina. Esta técnica ha sido
ampliamente utilizada para estimar la composicion del peso corporal en pacientes
dializados (Baek et al., 2014; Zhu & Levin, 2015); para la deteccidon de lesiones orales
potencialmente malignas (Murdoch et al., 2014), asi como para determinar la integridad de
la mucosa en pacientes con reflujo gastroesofagico (van Hoeij et al., 2016; Weijenborg et
al., 2016) y diagnosticar de manera temprana neoplasias esofagicas (Knabe et al., 2013).
Ademas, se han caracterizado los cambios en impedancia en células del endotelio (Park et
al., 2016), en tejido renal y células uroteliales, ambos en células normales y cancerosas
(Yunetal., 2016; Park et al., 2016).

En el laboratorio de instrumentacién biomédica del Departamento de Ingenieria Eléctrica
de la Universidad Autonoma Metropolitana — Iztapalapa se disefid y construyé un
espectrometro de impedancia que genera una corriente de excitacion de 1 mA a 23
frecuencias diferentes en un ancho de banda de 215 Hz a 1 MHz (Beltran & Sacristan,
2015). A partir de las 46 mediciones obtenidas se pueden calcular 6 pardmetros
caracteristicos que describen el comportamiento eléctrico del tejido gastrico en dos zonas
de dispersion: Rp (resistencia central a bajas frecuencias), Rn (resistencia central a altas
frecuencias), X, (reactancia central a bajas frecuencias), Xn (reactancia central a altas
frecuencias), fu (frecuencia central a bajas frecuencias), fu (frecuencia central a altas
frecuencias) (Beltran & Sacristan, 2015).

Como lo muestra la figura 6, las mediciones se realizan por medio de una sonda
intraluminal minimamente invasiva de cuatro electrodos, la cual se inserta via nasogastrica,
de tal forma que la punta distal esté en contacto con la mucosa gastrica. El espectrometro
genera una corriente eléctrica senosoidal en el tejido gastrico y mide la impedancia que ésta
presenta sobre un intervalo de frecuencias especificas. Una computadora controla las
operaciones del instrumento tales como el intervalo de frecuencias de operacion, la captura
de datos, su almacenamiento, asi como su procesamiento. Los electrodos internos de la
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sonda miden el potencial generado en el tejido mediante la corriente de excitacion. La
amplitud y fase de la impedancia son calculadas por el software para cada frecuencia de
excitacion y a partir de esas mediciones se obtienen los valores de las resistencias y las
reactancias a las 23 frecuencias de excitacion (Beltran & Sacristan, 2015).

Fuente de Comente
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Figura 6. Espectrometro de impedancia y sonda nasogdstrica para medir la impedancia de la mucosa
gastrica. La fuente de corriente produce una excitacion constante sinusoidal a través de dos electrodos
externos. Los dos electrodos internos miden el potencial generado por el tejido (Tomada de Beltran et al.,
2015).

La EIE se ha propuesto como un método para monitorizar y detectar alteraciones en la
mucosa gastrica asociadas a hipoxia tisular en pacientes en estado critico. Se han realizado
estudios para caracterizar los cambios en los espectros de impedancia de la mucosa géastrica
en adultos sanos y en pacientes bajo diferentes grados de hipoperfusion espléacnica durante
cirugia cardiovascular. En estos estudios, se ha observado el mayor incremento en la
resistencia y la reactancia a bajas frecuencias en los pacientes isquémicos con
complicaciones con respecto a los voluntarios sanos (Fig. 7), pero la reactancia es mas
consistente y es el parametro eléctrico méas sensible al dafio tisular (Beltran et al., 2006;
Beltran et al., 2010; Beltran et al., 2013). Los cambios a altas frecuencias ocurren de
manera mas tardia y se generan especificamente en la reactancia.
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Figura 7. Resistencia - reactancia en voluntarios sanos comparada con pacientes sin isquemia ni
complicaciones, con respecto a pacientes que presentaron isquemia prolongada y que desarrollaron
complicaciones dentro de los primeros 3 dias en la unidad de cuidados intensivos (Tomada de Beltran et al.,
2015).

En modelos de isquemia gastrica se ha observado un incremento en la impedancia con dafio
tisular gastrico y se han encontrado alteraciones en la integridad tisular mediante
microscopia de campo claro y endomicroscopia confocal (Beltran et al., 2013).

Con estos resultados se puede considerar que la espectroscopia de impedancia es capaz de
identificar alteraciones en la mucosa gastrica generadas por isquemia de manera temprana,
dando informacién adicional al clinico y que podria utilizarse como una opcidn para guiar
la terapia si se identifican de manera adecuada los cambios a nivel celular y molecular
involucrados en el aumento de impedancia, ayudando en el tratamiento y en la disminucion
de las complicaciones de los pacientes en estado critico.

2.9.5 Parémetros de impedancia géstrica

Para obtener los pardmetros caracteristicos de la impedancia gastrica se utiliza un modelo
tedrico a partir de las ecuaciones de Cole-Cole, descrito previamente en (Beltran et al.,
2007).

La impedancia compleja (Z) es descrita por:
Z=R+jX

Cuando la impedancia tisular es trazada en un dominio complejo, la grafica resultante se
asemeja a un semicirculo, el cual puede ser caracterizado (Fig. 8). Cole-Cole propusieron
una expresion que describe un semicirculo teniendo en cuenta la frecuencia:
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Z=Ryx+ (Ro-Rx) /(1 + (jor) %)

Donde R = resistencia tisular (real), X = reactancia tisular (imaginario), Ro = resistencia a
frecuencia 0, R = resistencia a frecuencia infinita, T = constante caracteristica de tiempo, o
= medida de la depresion del arco semicircular debajo del eje real, es una constante entre 0

y 1.

Z(m)

R,-‘N.Ei/ Ry

Figura 8. Grafico de Cole-Cole (Tomada de Beltran et al., 2007).

Debido a que el espectro de impedancia del tejido gastrico presenta 2 zonas de dispersion
(bajas y altas frecuencias), los pardmetros del modelo de Cole-Cole son calculados en estas
2 regiones como se muestra en la figura 9 a partir de las 46 mediciones obtenidas.
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Figura 9. Zonas de dispersion en el grafico de Cole — Cole y pardmetros caracteristicos. Ry (resistencia
central a bajas frecuencias), Ry (resistencia central a altas frecuencias), X, (reactancia central a bajas
frecuencias), Xu (reactancia central a altas frecuencias), f_ (frecuencia central a bajas frecuencias), fu
(frecuencia central a altas frecuencias) (Tomada de Beltran et al., 2007).
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2.10 Métodos de cuantificacidon del dafio en la mucosa géastrica inducido por
I/R

El dafio en la mucosa géastrica generado por I/R ha sido ampliamente reportado, en la
literatura se han identificado 3 métodos para cuantificarlo. Magierowski et al., (2017)
realizaron un analisis macroscopico realizado por planimetria computarizada, en el cual
reportaron el area de lesion de la mucosa gastrica en mm? Otro tipo de analisis
macroscapico fue el descrito por Hu et al., (2016) en donde reportd un indice de dafio de la
mucosa gastrica basado en la asignacion de una puntuacion dependiente de la longitud de la
erosion y de puntos hemorragicos. Finalmente, Gezginci-Oktayoglu et al., (2016)
examinaron el dafio microscépico de la mucosa gastrica utilizando un método de
cuantificacion el cual considera criterios histopatolégicos tales como pérdida de células
epiteliales, edema de la mucosa, sangrado y presencia de células inflamatorias, en cada una
de estas variables asignaron una puntuacion de 0-3.

Debido a las limitaciones encontradas en estos métodos de cuantificacidn para relacionarlos
con las variaciones de impedancia gastrica se propuso un indice de lesion tisular el cual
considera alteraciones patoldgicas inherentes del proceso inflamatorio y dafio celular, los
cuales pueden ser relacionados directamente con los cambios de impedancia bajo
condiciones de isquemiae I/R.

Los métodos de cuantificacion descritos anteriormente han sido utilizados para medir el
efecto de diferentes moléculas antioxidantes como el p-caroteno (Mard et al., 2012) o la
melatonina (Shahrokhi et al., 2016) entre otros, sobre el dafio en la mucosa gastrica
generado por diferentes modelos de lesion.

2.11 Biomarcadores de dafio generado por isquemia/reperfusion

La isquemia induce un estado proinflamatorio que aumenta la vulnerabilidad del tejido a
una lesion adicional en la reperfusion. En el dafio por I/R se encuentran involucrados
diferentes mecanismos bioldgicos tales como la produccién de citocinas, la migracion de
neutrofilos y la produccion de radicales libres; por lo tanto, citocinas proinflamatorias como
el TNFa, IL-1p, IL-6, ademas de productos de la lipoperoxidaciéon como el
malondialdehido han sido utilizados como biomarcadores de dafio por I/R (Brzozowski et
al., 2004; Halladin, 2015). Especificamente en la mucosa gastrica, se propuso la
estabilizacion del HIF-1a y la expresion de iNOS como posibles biomarcadores de dafio
tisular de la mucosa gastrica generado por I/R (Pefia-Mercado., 2018).

2.11.1 Oxido nitrico sintasa inducible

El 6xido nitrico (NO) es generado por una reaccién catalizada por una familia de enzimas
llamadas Oxido Nitrico Sintasas (NOS). EI NO es una molécula sefializadora involucrada
en muchas condiciones fisiopatoldgicas. En los vasos sanguineos, el endotelio es la
principal fuente de NO a través de la actividad de NOS endotelial para mantener el tono
vascular, regula la agregacion plaquetaria y la adhesion de leucocitos. En particular, NO es
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conocido por tener un papel importante en la homeostasis cardiovascular via interaccion
con la enzima guanilato ciclasa soluble, resultando en la generacion de GMP ciclico como
un segundo mensajero y vasodilatacion (Ginnan et al., 2008).

Existen 3 tipos distintos de isoformas de la NOS con distintos patrones de expresion
celulares y tisulares: NOS neuronal (nNOS; NOS1), NOS inducible (iNOS; NOS2) y NOS
endotelial (eNOS; NOS3). En general, eNOS y nNOS son expresadas constitutivamente y
la produccién de NO es regulada predominantemente por el flujo de calcio intracelular que
se une y activa a calmodulina, la cual a su vez activa a la enzima. La iNOS produce grandes
cantidades de NO (>1 uM) y se regula principalmente a nivel transcripcional. La expresion
génica y la posterior traduccion de RNAm estdn reguladas por diversos estimulos,
especialmente lipopolisacaridos, endotoxinas y mediadores proinflamatorios enddgenos,
como TNFa, IL-1p e interferon-y. También se ha demostrado que otros estimulos, como la
hipoxia, estan involucrados en la activacion de la expresion del gen iNOS (Yu et al., 2018).
El factor de transcripcion que regula parcialmente su expresion es el HIF-1a (Lee et al.,
2019), sin embargo, a menudo requiere la coestimulacion de citocinas (Scheschowitsch et
al., 2015). Una via de transduccion de sefiales importante de los estimulos anteriores es la
activacion de la via de sefializacion NF-xB. Ademas, los transductores de sefiales JAK,
junto con las vias de las proteinas quinasas activadas por mitdgeno (MAPK) también estan
implicadas en la contribucion de la expresion del gen iNOS. La regulacion postraduccional
de la expresion del gen iNOS ocurre predominantemente a través de mecanismos que
influyen en la estabilidad del RNAm de la iNOS y la regulacién de la actividad catalitica
(Yuetal., 2018).

Varios estudios han demostrado que el estrés oxidativo y la produccién excesiva de NO
tiene un papel importante en la lesion por I/R. Bajo estas condiciones se produce un
incremento en la expresion de iNOS resultando en la sobreproduccion de NO, el cual
rapidamente reacciona con el anion superoxido para formar peroxinitrito (ONOO), una
RNS altamente tdxica que causa lipoperoxidacion, nitracion de residuos de tirosina,
activacion de Caspasa-3, apoptosis y muerte celular (Serman et al., 2019; Wang et al.,
2020).

2.11.2 Factor de Necrosis Tumoral —alpha

El factor de necrosis tumoral-alpha (TNFa) es producido como una proteina trimérica
transmembrana tipo 2 compuesta por 212 aminoacidos con peso molecular de 26 kD que
incluye una secuencia sefial residual que es usualmente cortada para dar lugar a la forma
soluble por medio de una metaloproteasa convertidora de TNF (Giannoudis et al., 2004). El
TNFa es una citocina producida principalmente por macrdéfagos. Esta citocina juega un
papel clave en condiciones patoldgicas como infecciones, lesiones, inflamacion y desarrollo
de tumores. Una vez liberada por los macréfagos activa otras células inmunes y media la
produccion de otras citocinas proinflamatorias (Lima et al., 2019).
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Existen diferentes estresores fisioldgicos que pueden estimular la secrecion de TNFa tales
como endotoxinas, hipoxemia, I/R, hemorragia y sistema del complemento. Una vez
secretado, el TNFa tiene multiples efectos tales como el incremento en la sintesis de NO,
activacion de la via del &cido araquidonico y la activacion de la COX y lipooxigenasa.
Estos procesos incrementan la produccion de tromboxano A2 y prostaglandina E2
(Surbatovic et al., 2013). Ademas, se ha reportado que el incremento en la expresion de
TNFa inducida por hipoxia aumenta la permeabilidad de células epiteliales intestinales
(Taylor et al., 1998) y del tracto respiratorio in vitro, facilitando la difusion de antigenos
bacterianos y toxinas que pueden causar inflamacion (Bercier & Grenier, 2019).

Los efectos del TNFa son mediados por la union a dos receptores membranales (TNF-RI,
55kD y TNF-RII, 75kD), que se encuentran en casi todos los tipos celulares. En pacientes
politraumatizados incrementa la concentracion de receptores encontrandose una correlacion
con la presencia de SDOM (Giannoudis et al., 2004).

2.11.3 Ciclooxigenasa -2

La ciclooxigenasa (COX) existe en 2 isoformas, denominadas COX-1 (constitutiva) y
COX-2 (inducible). Tanto la COX-1 como la COX-2 funcionan como un dimero ubicado
en la superficie luminal del reticulo endoplasmico y asociado con la membrana interna de la
envoltura nuclear; sin embargo, la COX-2 también se encuentra en el aparato de Golgi. A
pesar de las estrechas similitudes en estructura, funcién catalitica y localizacion subcelular,
COX-1y COX-2 difieren notablemente en sus perfiles de expresion. Hay varios elementos
reguladores de la transcripcion en la region promotora de COX-2, pero no en la COX-1. La
COX-2 se expresa predominantemente durante la inflamacion, por lo que es regulada por
agentes proinflamatorios, incluidas citocinas y endotoxinas en diversos tipos celulares,
incluidos los relacionados con la respuesta inflamatoria. Se ha evidenciado el incremento
en la expresion de COX-2 en lesiones gastricas inducidas por estres, etanol, aspirina
(Brzozowski et al., 1997) y durante condiciones de I/R gastrointestinal (Kamel et al., 2020;
Mazaleuskaya & Ricciotti, 2020; Omayone et al., 2020) .
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3 Justificacion

La isquemia espléacnica es una condicion frecuente en pacientes en estado critico que puede
generar una falla organica multiple. La evaluacion del estado clinico en este tipo de
pacientes se realiza monitoreando la funcién cardiovascular, respiratoria, renal y hepatica a
partir de la estimacion de parametros como la produccion de orina, la saturacion de
oxigeno, gases en sangre, proteina C reactiva y lactato. El inconveniente que se presenta al
monitorizar estos parametros sistémicos es que sbélo se pueden detectar cuando los
pacientes presentan una clara alteracion de los dérganos. La administracion de
vasodilatadores y administracion de fluidos es la terapia de eleccion en este tipo de
condiciones. El principal problema al que se enfrenta el personal médico es que al
administrar este tipo de tratamiento genera reperfusion en los drganos isquémicos
generando un dafio mayor en el tejido, esto provocado por la generacion de radicales libres,
ademas de provocar dafio en 6rganos distantes.

Se ha desarrollado una amplia investigacion sobre varias moléculas con diferentes
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias con la finalidad de evitar el dafio generado en
la mucosa gastrica por I/R. Sin embargo, la efectividad de estas moléculas dependera de la
progresion del dafio en el momento de la intervencion. Es importante conocer si el dafio es
aun reversible para proporcionar el tratamiento adecuado. Las propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes hacen a la melatonina un buen candidato para evaluar su
efecto sobre los marcadores en diferentes tiempos de isquemia, lo cual podria ser
importante para guiar una terapia que no esté dirigida a la prevencion sino a bloquear el
dafio en la mucosa gastrica.

La melatonina ha sido identificada como una molécula con propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias la cual ha demostrado tener efectos protectores en la mucosa gastrica, por
lo que en este trabajo se busca evaluar su efecto sobre los posibles biomarcadores de estrés
isquémico y en las mediciones de impedancia gastrica.
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4 Pregunta de investigacion

¢ Qué efecto tendra la melatonina exdgena en el grado de lesion sobre la mucosa gastrica en
un modelo de I/R en relacién con la impedancia y a la expresion de marcadores
inflamatorios y apoptéticos?

5 Hipotesis

El tratamiento con melatonina reducira el grado de lesion sobre la mucosa gastrica en un
modelo de I/R, disminuyendo la impedancia y la expresion de marcadores inflamatorios y
apoptoticos.

6 Objetivo general

Evaluar el efecto de la melatonina exdgena sobre los cambios en la impedancia gastrica,
marcadores de proceso inflamatorio, proliferacion y apoptosis después de la induccion de
lesiones en la mucosa gastrica generadas por isquemia/reperfusion.

7 Objetivos particulares

e Proponer una escala para cuantificar el dafio en la mucosa gastrica generado por I/R
a partir de los resultados de un estudio preliminar (indice de Lesion Tisular (ILT)).

e Evaluar el valor predictivo de los parametros de impedancia para identificar el dafio
tisular irreversible.

e Relacionar los valores predictivos del ILT y de los parametros de impedancia para
identificar el tiempo de isquemia en el cual el dafio en la mucosa gastrica es
reversible.

e Determinar el efecto de la MT sobre la lesién gastrica inducida por isquemia
después de 24 horas de reperfusion.

e Analizar el efecto de la MT sobre posibles biomarcadores de lesion gastrica (iNOS,
TNFa, COX-2), proliferacion (PCNA) y apoptosis (Caspasa-3 activa) después de 24
horas de reperfusion.
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8 Materiales y métodos experimentales

8.1 Protocolo de experimentacion

8.1.1 Definicion de la poblacion objetivo
Criterios de inclusion

Ratas macho de la cepa Wistar criadas en el bioterio de la Universidad Auténoma
Metropolitana-Iztapalapa, con un peso de 250-350 g.

Criterios de exclusion

Ratas que presenten alteraciones cardiorrespiratorias después de la administracion de la
anestesia.

Ratas que durante la apertura de la cavidad abdominal presenten datos de dafio tisular
gastrointestinal como sangrado, hematomas o edema.

Ratas que mueran durante el procedimiento quirdrgico.
Criterios de eliminacion
Ratas que mueran durante las 24 horas de reperfusion.

Procedimientos en donde se generen errores experimentales, tanto en el procedimiento
quirargico (ruptura del vaso sanguineo), como en los equipos utilizados (fallas en las
mediciones de la impedancia gastrica), o se dafien o degraden las muestras.

Ubicacion

El protocolo se aprob6 por el comité de ética del Centro Nacional de Investigacion en

Imagenologia e Instrumentacion Médica (CI1°M), siguiendo la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999.

Los experimentos y la obtencion de las fotomicrografias se realizaron en el quiréfano
experimental del CI13M de la Universidad Auténoma Metropolitana — Iztapalapa.

El procesamiento histolégico se realiz6 en el laboratorio de biologia celular de la
Universidad Autonoma Metropolitana — Cuajimalpa.

El procesamiento inmunohistoquimico y western blot se realizd en la unidad de
investigacion en enfermedades oncoldgicas del Hospital Infantil de México, Federico
Gomez.

8.1.2 Disefio estadistico del muestreo
El trabajo se realiz6 en 3 etapas:

e Propuesta y validacién de un ILT por medio de un modelo de I/R géastrica
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e Modelo de isquemia prolongada (Isquemia de 60, 90 y 120 min) para identificar el
tiempo de isquemia a partir del cual el dafio en la mucosa gastrica es reversible.
e Modelo de I/R para evaluar el efecto de la MT sobre el dafio en la mucosa gastrica.

Las ratas se alojaron en cajas de policarbonato bajo periodos de luz — oscuridad (12-12); se
les proporciond agua y alimento ad libitum hasta el momento de la cirugia.

Modelo de I/R para validar el ILT propuesto.

Se realizaron 4 grupos experimentales: Control, Sham, Isquemia 30 min, Isquemia 30
min/Reperfusion 60 min (Isq/Rep 60) (Fig. 10).

Grupo Control (5 ratas): se tomaron mediciones de impedancia y biopsias de la porcion
glandular, sin oclusion de la arteria celiaca.

Grupo Sham (5 ratas): se tomaron mediciones de impedancia y biopsias de la porcion
glandular después de 90 min de exposicion de la cavidad abdominal sin oclusién de la
arteria celiaca.

Grupo Isq 30 (5 ratas): se tomaron mediciones de impedancia y biopsias de la porcion
glandular después de 30 min de isquemia producida por oclusion de la arteria celiaca.

Grupo Isg/Rep 60 (5 ratas): se tomaron mediciones de impedancia y biopsias de la porcion
glandular después de 60 min de isquemia producida por oclusion de la arteria celiaca.

Modelo de isquemia prolongada para identificar datos histopatoldgicos relacionados
con dafio epitelial reversible en mucosa gastrica.

Se realizaron 4 grupos experimentales: Control, Isquemia 60 min (Isq 60), Isquemia 90 min
(Isq 90) e Isquemia 120 min (Isq 120) (Fig. 10).

Grupo Control (8 ratas): se tomaron mediciones de impedancia y biopsias de la porcion
glandular, sin oclusion de la arteria celiaca.

Grupo Isq 60 (8 ratas): se tomaron mediciones de impedancia y biopsias de la porcion
glandular después de 60 min de isquemia producida por oclusion de la arteria celiaca.

Grupo Isq 90 (8 ratas): se tomaron mediciones de impedancia y biopsias de la porcién
glandular después de 90 min de isquemia producida por oclusion de la arteria celiaca.

Grupo Isq 120 (8 ratas): se tomaron mediciones de impedancia y biopsias de la porcion
glandular después de 120 min de isquemia producida por oclusion de la arteria celiaca.

Modelo de I/R (60 min/24 h) para evaluar el efecto de la MT sobre el dafio en la
mucosa gastrica

Se realizaron 3 grupos experimentales: Sham, I/R sin tratamiento (I/R) e I/R con
melatonina (I/R+MT) (Fig. 10).
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Grupo Sham (8 ratas): se tomaron mediciones de impedancia y biopsias de la porcion
glandular, sin oclusion de la arteria celiaca, después de mantener abierta la cavidad
abdominal por 60 min.

Grupo I/R (8 ratas): se tomaron mediciones de impedancia y biopsias de la porcion
glandular después de 60 min de oclusion de la arteria celiaca y 24 horas de reperfusion. Se
administraron 300 pL de solucidn salina (0.9%) por via intraperitoneal (i.p.) 5 min antes de
retirar la oclusion.

Grupo I/R+MT (8 ratas): se tomaron mediciones de impedancia y biopsias de la porcion
glandular después de 60 min de oclusion de la arteria celiaca y 24 horas de reperfusion. Se
administraron 300 pL de MT (10 mg/kg) por via i.p. 5 min antes de retirar la oclusion.

8.2 Disefo experimental
Procedimiento quirudrgico

Se utilizaron ratas macho Wistar de entre 250 y 350 g de peso procedentes del bioterio de la
UAM - lIztapalapa. Las ratas se anestesiaron con xilacina (10 mg/kg) y ketamina (90
mg/kg) por via i.p. antes de salir del bioterio para disminuir el estrés generado por el
traslado de los animales hacia el quiréfano experimental del CI3M. Una vez en el
laboratorio, se les colocé una manta térmica y se mantuvieron anestesiadas con isoflurano
al 2% hasta finalizar el experimento.

Grupo control (Espectros de impedancia)

Se realiz6 la apertura de la cavidad abdominal, se expuso el estbmago y se hizo una
incision por la curvatura mayor, se extrajo el contenido gastrico y se lavo con solucion
salina (0.9%). Posteriormente, se tomaron los espectros de impedancia de la porcion
glandular de la mucosa géstrica.

Grupo control (Biopsias)

Se realizé la apertura de la cavidad abdominal, se expuso el estdbmago y se hizo una
incision por la curvatura mayor, se extrajo el contenido gastrico y se lavo con solucion
salina (0.9%). Posteriormente, se tomaron las biopsias de la porcion glandular (3 x 3 mm)
para el andlisis histoldgico y molecular.

Grupos Sham (Espectros de impedancia y biopsias)

Se realiz6 la apertura abdominal, se expuso el estbmago y se identificé la arteria celiaca,
después se tocd con la pinza sin ocluir y se dejé la cavidad abdominal abierta por 60 min.
Pasado este tiempo, se realiz0 una incision por la curvatura mayor, se extrajo el contenido
gastrico y se lavd con solucion salina (0.9%). Finalmente, se obtuvieron los espectros de
impedancia y las biopsias de la porcién glandular (3 x 3 mm) para el andlisis histolégico y
molecular.
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Grupos isquemia 30, 60, 90 y 120 min (Espectros de impedancia y biopsias)

Se realiz6 la apertura de la cavidad abdominal, se expuso el estdbmago, se identifico la
arteria celiaca y se ocluyé por 30, 60, 90 o 120 min dependiendo del grupo. Pasado este
tiempo, se realizd una incision por la curvatura mayor, se extrajo el contenido gastrico y se
lavd con solucion salina (0.9%). Se tomaron los espectros de impedancia de la mucosa
géastrica. Posteriormente, se tomaron las biopsias de la porcion glandular (3 x 3 mm) para el
analisis histolégico y molecular.

Grupo Isg/Rep (30/60 min) (Espectros de impedancia y biopsias)

Se realiz6 la apertura de la cavidad abdominal, se identificé la arteria celiaca y se ocluyd
por 30 min. Pasado este tiempo, se retird la oclusion para permitir la reperfusion por 60
min. Después se expuso el estomago y se abrié por la curvatura mayor, se extrajo el
contenido gastrico y se lavd con solucion salina (0.9%) para tomar los espectros de
impedancia y las biopsias de la porcion glandular (3 x 3 mm) para el analisis histoldgico.

Grupo I/R (60 min/24 horas) (Espectros de impedancia y biopsias)

Se realiz6 la apertura de la cavidad abdominal, se expuso el estdmago, se identifico la
arteria celiaca y se ocluyd por 60 min. Se administraron 300 pL de solucion salina (0.9%)
por via i.p. 5 min antes de retirar la pinza. Después de que pasaron 60 min de isquemia, se
retird la pinza y se suturd la cavidad abdominal. Las ratas se alojaron en jaulas individuales
con libre acceso a agua. Después de 24 horas, las ratas se anestesiaron nuevamente,
posteriormente se expuso el estbmago y se abrid por la curvatura mayor, se extrajo el
contenido gastrico y se lavé con solucién salina (0.9%) para tomar los espectros de
impedancia y las biopsias de la porcion glandular (3 x 3 mm) para el andlisis histolégico y
molecular.

Grupo I/R+MT (60 min/24 horas) (Espectros de impedancia y biopsias)

Se realizd la apertura de la cavidad abdominal, se expuso el estdbmago y se bloqued el flujo
sanguineo de la arteria celiaca por 60 min. Se administraron 10 mg/kg de MT via i.p. 5 min
antes de retirar la oclusion (Shahrokhi et al., 2016). Después de que pasaron 60 min de
isquemia, se retird la pinza y se suturd la apertura. Las ratas se alojaron en jaulas
individuales con libre acceso a agua. Después de 24 horas, las ratas se anestesiaron
nuevamente, se expuso el estomago y se abrid por la curvatura mayor, se extrajo el
contenido gastrico y se lavd con solucion salina (0.9%) para tomar los espectros de
impedancia y las biopsias de la porcion glandular (3 x 3 mm) para el analisis histoldgico y
molecular.

Al finalizar el procedimiento, las ratas se sacrificaron de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM-033-Z00-1995).
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Las biopsias obtenidas para el andlisis histolégico se fijaron en formalina neutra
estabilizada (10%) y se almacenaron a 4°C hasta su procesamiento. Las biopsias para el
analisis molecular se pesaron y se congelaron en hielo seco, después se trasladaron a la
UAM-Cuajimalpa donde se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento.

12 etapa indice de lesién tisular (ILT)
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8.3 Proceso de captacion de informacion

8.3.1 Espectroscopia de impedancia gastrica

Para las mediciones de impedancia gastrica se introdujo la sonda nasogastrica
espectrométrica por la curvatura mayor, cuidando que los electrodos se mantuvieran
siempre en contacto con la mucosa gastrica y se obtuvieron las mediciones de resistencia y
reactancia para las 23 frecuencias que forman el espectro cada 30 segundos durante 5 min
aproximadamente; después se calcularon fuera de linea a través de un modelo matematico
propuesto previamente para la resistencia y reactancia a bajas y altas frecuencias (Rr, X,
RHY XH).

8.3.2 Técnica histolégica

Se obtuvieron biopsias de la mucosa géastrica de los grupos experimentales, las cuales se
sumergieron en formalina neutra estabilizada (10%). Las biopsias se dividieron para
obtener cortes transversales y longitudinales, posteriormente se lavaron con PBS. El
procesamiento histoldgico se realizd con el procesador de tejidos Leica TP1020. Las
biopsias se deshidrataron con alcohol etilico (70%, 80%, 96% y 100%), se aclararon con 2
pasos de xileno y posteriormente se embebieron en parafina (Paraplast Plus; Oxford
Labware, St. Louis, Mo, USA) en un microarreglo de tejidos (MAT). Los bloques se
almacenaron a 4°C.

8.3.3 Tincion Hematoxilina — Eosina

La tincion con Hematoxilina-Eosina (H-E) se realizd de acuerdo con el siguiente protocolo:
los cortes se desparafinaron con xileno, se hidrataron en diferentes pasos de alcohol etilico
(100%, 96%, 80%, 70%) hasta llegar a agua destilada. Las laminillas se sumergieron en
Hematoxilina de Harris, después se lavaron con agua de grifo, se sumergieron en alcohol
absoluto-acido clorhidrico (1:1) y se realiz6 un lavado, posteriormente se sumergieron en
solucion de Scott y a continuacion se sumergieron en Eosina, finalmente se deshidrataron
en varios pasos de alcohol etilico (96%, 100%) y xileno para realizar el montaje con resina
(Entellan; Sigma — Aldrich).

8.3.4 Tincion Acido Peryddico de Schiff-Azul Alcian

La tincion de acido peryddico de Schiff (PAS)-Azul Alcian (AA) se realiz6 de acuerdo con
el siguiente protocolo: se realizaron cortes longitudinales de 3 pum de espesor, después se
desparafinaron con xileno, se hidrataron en diferentes pasos de alcohol etilico (100%, 96%,
80%, 70%) hasta llegar a agua destilada. Las laminillas se sumergieron en solucién azul
alcian (pH-2.5) y se hizo un lavado con agua destilada, posteriormente se 0xido en &cido
peryodico y se lavd nuevamente con agua destilada, posteriormente se sumergieron en
solucion de reactivo de Schiff, a continuacion, se realizaron 3 pasos en solucién de
metabisulfito de sodio y se lavaron con agua destilada, finalmente, se deshidrataron en
alcohol etilico (96%, 100%) y xileno para realizar el montaje con resina.
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8.3.5 Inmunohistoquimica

Se realizaron cortes longitudinales de 3 um de espesor, los cuales se premontaron en
portaobjetos electrocargados (Superfrost Plus Glass Slides, Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, USA), se desparafinaron con xileno, se hidrataron en diferentes pasos de
alcohol etilico (100%, 96% y 70%) hasta llegar a agua destilada. Las muestras se
sometieron a recuperacion antigénica en un buffer de citrato de sodio (pH-6) (20x
Immuno/DNA Retriever with Citrate, Santa Barbara, California, USA), durante 40 min en
un recuperador de antigenos (Retriever 2100, Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA,
USA). El blogueo de peroxidasa enddgena se hizo con peroxido de hidrdégeno al 3% por 30
min. El bloqueo de uniones inespecificas se realiz6 con albumina 4% por 60 min. Los
cortes se incubaron con el anticuerpo primario anti-iNOS (rabbit policlonal, SC-649, Santa
Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA,; dilucién 1:100), anti-TNFa (1:200, Goat polyclonal,
SC-1351), anti-COX-2 (1:1000, Rabbit polyclonal, Novus, NB-100-689) y anti-PCNA
(1:1000, Rabbit polyclonal, ABCAM, AB-2426) en una camara hiumeda toda la noche a
4°C. Se realizd un control de isotipo como control negativo (CalbiochEM millipore, NI101-
100 (rabbit); NI02-100 (goat)). El anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
rabano (HRP) (antirabbit: MP-7401, antigoat: MP-7405; Vector Laboratories) se incubd
por 30 min. El complejo antigeno-anticuerpo se reveld con un kit de inmunodeteccion
(Vector Laboratories) y se hizo la contratincion con hematoxilina.

8.3.6 Western blot

La extraccién de proteina total se realiz6 con el buffer de lisis T-PER Tissue Protein
Extraction Reagent (Termo Scientific, #7850, Rockford, USA) adicionado con inhibidor de
proteasas (cOmplate. EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, 11873580001, Sigma-
Aldrich, Mannheim, Germany). Las biopsias se homogenizaron con el buffer de lisis
(100pL) y se centrifugaron a 14000 rpm, se separd la fase acuosa y se almaceno a -80°C.
La concentracién de proteinas se cuantificé usando un kit (Pierce BCA Protein Assay Kit,
#23227, Thermo Scientific Rockford, USA). Las proteinas (60 ug) se separaron en un gel
de acrilamida 10% (SDS-PAGE) y se transfirieron hacia una membrana de nitrocelulosa
(Amersham™ Protran™ 0.2 m NC, 10600001, GE Healthcare Life Sciences, Germany). El
bloqueo se hizo con leche baja en grasa (5%) con TBS-Tween 20 por 60 min. Las
membranas se incubaron con anticuerpo primario anti-caspasa-3 (mouse monoclonal, SC-
56053, 1:1000) y anti-GAPDH (goat polycolonal, SC-48167, 1:10000) por toda la noche a
4°C en agitacion. Posteriormente, se enjuagaron con TBS-Tween 20 y se incubaron con
anticuerpo secundario acoplado a HRP (m-IgGk BP-HRP, SC-516102, 1:1000); por 2 horas.
La inmunodeteccion se hizo por quimioluminiscencia (Super Signal® West Femto, Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA)., El andlisis por densitometria se realiz6 con el software
Image J, version 1.45 (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA).

8.3.7 Ensayo de apoptosis (TUNEL)
La deteccion de la fragmentacion de DNA se realizé con la técnica de TUNEL (Terminal
dUTP nick-end labeling) con el kit In situ cell death detection fluorescein (Roche
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Diagnostics, Indianapolis, USA). Se realizaron cortes longitudinales de 5 pum de espesor,
los cuales se premontaron en portaobjetos electrocargados, se desparafinaron con xileno, se
hidrataron en diferentes pasos de alcohol etilico (100%, 96% y 70%) hasta llegar a agua
destilada y se sometieron a recuperacion antigénica en buffer de citrato de sodio (pH-6)
(20xImmuno/DNA Retriever with Citrate, Santa Barbara, California, USA) por 40 min en
un recuperador de antigenos; se incubaron con la mezcla de reacciéon TUNEL conjugada a
fluoresceina por 60 min a temperatura ambiente en una camara humeda en completa
oscuridad. Finalmente, el montaje se realizo con Fluoroshield™ with DAPI.

8.4 Procedimientos

8.4.1 Espectros de impedancia géastrica

Se introdujo la sonda nasogastrica espectrométrica en la mucosa gastrica por la apertura en
la curvatura mayor del estomago. Los 2 electrodos externos inyectaron la corriente eléctrica
alterna a 23 frecuencias diferentes y los 2 electrodos que se encuentran en medio midieron
el voltaje en un intervalo de frecuencias entre 215 Hz y 1 MHz.

8.4.2 Analisis histoldgico cualitativo

De cada uno de los ejemplares, se realizaron 9 cortes transversales y 9 longitudinales de 5
Um de espesor con un microtomo de rotacion (RM2245, LEICA). Los cortes se
premontaron en portaobjetos esmerilados (MADESA) y tefiidos con la técnica de H-E de
acuerdo con el protocolo utilizado en el Laboratorio de Neurobiologia Tisular de la UAM-
Iztapalapa. Las laminillas se analizaron con el microscopio foténico de campo claro
(Axioscope II, Carl Zeiss Microscopy, Thornwood, NY, USA) y las imagenes se
digitalizaron con la camara Axiocam Mrc5 (Carl Zeiss, Géttingen, Germany) de la Division
de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la UAM-Iztapalapa.

8.4.3 Andlisis cuantitativo a partir del ILT

Para cuantificar el dafio en la mucosa gastrica generado por I/R se retomo la propuesta de
un “Indice de lesion tisular” (ILT), el cual considera alteraciones histopatoldgicas propias
del dafio tisular como son: area vascular, area glandular, dafio celular (edema, ndcleos
picnoticos, carioliticos, cariorréxicos) y profundidad de la erosion epitelial (Pena-Mercado
et al., 2016).

El procedimiento a partir del cual se obtuvieron los datos para el ILT se describird a
continuacién. Para cuantificar el grado de lesidn, se gener6 un modelo de I/R gastrica por
oclusion de la arteria celiaca (Wada et al., 1996), se utilizaron 20 ratas Wistar macho de
250-350 g, las cuales se asignaron aleatoriamente a 4 grupos: Control, Isquemia 30 min,
Isquemia 30 min con reperfusion de 30 min (I/R 30 min) e Isquemia de 30 min con 60 min
de reperfusion (I/R 60 min). El procedimiento quirdrgico se realiz6 como se describio en el
disefio experimental. Las biopsias se fijaron en formaldehido 10%, se procesaron de
acuerdo con la técnica histologica estandar. Se realizaron cortes transversales y
longitudinales de 5 um de espesor los cuales se tifieron con H-E.
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Las variables consideradas para este ILT se nombraron: area vascular (um?), area del lumen
glandular (um?), dafio celular (ndmero de células dafiadas) y erosion epitelial. Para
cuantificar estas variables se tomaron 9 fotomicrografias de cortes transversales (x400) y
longitudinales (x100) de 5 pum de espesor. Las laminillas correspondientes al plano
transversal se observaron a un aumento general x100 para identificar 3 zonas del campo de
vision, para esto, la imagen se dividi6 en 9 cuadrantes y se digitalizaron las
fotomicrografias de los campos 2, 4, 9 de la primera laminilla; en la segunda los campos 1,
6, 7; finalmente, en la tercera los campos 3, 5, 8, con un aumento general x400, para
obtener 27 imagenes transversales de cada ejemplar. Para identificar la profundidad de la
erosion epitelial en la mucosa, se digitalizaron 9 fotomicrografias del corte longitudinal con
un aumento general x100. Las imagenes se guardaron en formato TIF con un tamafio de
2584 x 1936 pixeles. La cuantificacion de las variables se realiz6 con el software
AxioVision SE64 (Carl Zeiss Microscopy, Thornwood, NY, USA) con los siguientes
parametros: escala X & Y con un valor de 0.1418 pum/pixel.

Para medir el &rea vascular, se delimitaron los vasos sanguineos tomando como referencia
la continuidad del endotelio vascular y la presencia de eritrocitos. Para el area del lumen
glandular, este se delimité de acuerdo con la extension del lumen incluyendo las glandulas
que hayan perdido la continuidad por alteraciones en la arquitectura glandular. Para el dafio
celular, se contaron el ndmero de celulas que presentaron edema celular, cambios
hidropicos y datos de muerte celular por apoptosis 0 necrosis. Para la profundidad de la
erosion epitelial se considerd descamacion epitelial, erosion hasta porcion oxintica y
fandica.

Para determinar la extension del dafio se propuso una puntuacion de 0-2. Para las variables
area vascular, area del lumen glandular y dafio celular, fue necesario asignar una escala
para cada una de las puntuaciones. Para esto, se tom¢ la totalidad de los datos de cada una
de las variables y se realiz0 la estadistica descriptiva para identificar los percentiles 25, 50 y
75 y el rango intercuartil (RIC). Posteriormente, se hizo una grafica de caja y bigote para
conocer la distribucion de los datos y asignar la escala.

A partir de estos resultados, se propuso una categorizacion “sin dafio tisular” y “dafo
tisular”, ya que se ha identificado que, en condiciones de estrés isquémico de corto tiempo,
puede existir dafio celular agudo sin evidencias de erosiones en la mucosa gastrica. Para
esto, se tomo la totalidad de los datos de la variable dafio celular vs los resultados del ILT y
se realiz6 una curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para identificar el punto de
corte y asignar la puntuacion del ILT a partir del cual se categorizaria el dafio.

8.4.4 Analisis cuantitativo de la tincion de mucinas con técnica de PAS-AA

El analisis cuantitativo se realiz6 por medio de patologia digital, los cortes se escanearon y
digitalizaron (Aperio CS2, Leica Biosystems) para cuantificar el area AA-positiva y PAS-
positiva. La cuantificacion se realizd con el software ImageJ con el algoritmo de
deconvolucion de color.
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8.4.5 Analisis inmunohistoquimico cuantitativo

El analisis cuantitativo se realizé por medio de patologia digital, los cortes se escanearon y
digitalizaron (Aperio CS2, Leica Biosystems) para cuantificar la intensidad de la tincion
(Intensidad/area) en los cortes inmunotenidos para iNOS, TNFo y COX-2, asi como el
numero de nucleos PCNA-positivos en la mucosa gastrica.

8.4.6 Analisis inmunofluorescencia ensayo de apoptosis TUNEL

Para el analisis cuantitativo del nimero de nucleos TUNEL-positivos, se obtuvieron 3
campos de la porcion superior de la mucosa gastrica (x400) por corte. La observacién y la
cuantificacion se realizé con el microscopio invertido Axiovert 40 CFL (Carl Zeiss), las
iméagenes se digitalizaron y se analizaron con el software ZEN (Carl Zeiss).

8.4.7 Andlisis estadistico

El anélisis estadistico se realizé con el software IBM SPSS 21 (IBM Corporation, NY,
USA) y GraphPad Prism 6 (GraphPad software, San Diego, CA, USA). Para identificar
diferencias estadisticamente significativas entre los parametros de impedancia y las
variables (&rea del lumen, vascular y dafio celular) de los grupos experimentales se hizo una
prueba ANOVA (post hoc de Tuckey) y una de Kruskal — Wallis (post hoc T3 de Dunnett)
para el ILT. Para identificar cuales de los parametros de impedancia podrian relacionarse
con el dafio en la mucosa gastrica cuantificado con el ILT se realizd una regresion lineal
segmentada. Para identificar los valores predictivos de la puntuacion del ILT y de los
parametros de impedancia a partir de los cuales se puede considerar que existe dafio tisular
en la mucosa gastrica, se realizé una curva ROC. El valor de significancia se fijo en p <
0.05. Los valores son presentados como la media £ ESM.
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9 Resultados

9.1 Obtencidn de la escala para asignar la puntuacion del ILT

Se obtuvieron las mediciones de las variables propuestas (area vascular, area del lumen
glandular, nimero de células dafiadas y profundidad de la erosién) de cada uno de los
grupos (Control, Isq 30, Isg/Rep 30 min e I/R 60 min) (Fig. 11) y se realizo la estadistica
descriptiva de todos los datos.

Control

Figura 11. Fotomicrografias de cortes transversales de mucosa gastrica de rata. Mediciones de las variables
consideradas para el ILT. Mediciones del area vascular (trazo amarillo), mediciones del area del lumen
glandular (trazo rojo), vasos sanguineos (punta de flecha), lumen glandular (asterisco), células dafiadas
(flecha hueca), lamina propia (LP). H & E. Barra de escala: 50 um.

Posteriormente se obtuvieron los percentiles 25, 50 y 75 (Tabla 3), se delimitaron los
intervalos y se realiz6 una grafica de caja y bigote (Box plot) para identificar la distribucion
de los datos y asignar la puntuacion siguiente:

Area vascular (um?): puntacion = 0 (< P75), se establecié para mediciones de los vasos
sanguineos los cuales no presentan datos aparentes de lesién; la puntuacion = 1 (> P75 a
RIC x 1.5) y la puntuacion = 2 (outliers) corresponden a vasos sanguineos dilatados (Fig.
12A). Area del lumen glandular (um?): puntacion = 0 (< P75), se asignd para mediciones
del lumen glandular en las cuales el epitelio presenta caracteristicas normales; la
puntuacién = 1 (> P75 a RIC x 1.5) y la puntuacion = 2 (outliers) se corresponde al
incremento en el area del lumen glandular debido a atrofia de células epiteliales y a zonas
con pérdida de la arquitectura glandular, los cuales generan zonas de exfoliacion o erosion
epitelial (Fig. 12B). Dafio celular: puntacion = 0 se asign6 para el intervalo entre el valor
minimo a P25, la puntuacion = 1 para el intervalo entre P25 — P50, la puntuacion = 2 para
el intervalo entre P50 y el valor maximo (Fig. 12C). Erosion epitelial: puntuaciéon = 0,
epitelio superficial conservado; puntuacion = 1, exfoliacion o erosion del epitelio
superficial; puntuacion = 2, profundidad de la erosion hasta la porcidn oxintica.
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Tabla 3. Percentiles 25, 50, 75y el rango intercuartil (RIC) de las variables cuantificadas

Variables P25 P50 P75 RIC
Area vascular (um?) 67.46 127.7 268 200.54
Area del lumen glandular (um?) 91.60 204.2 307.2 215.6
Dafio celular (Células dafiadas) 24 83 187 163
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Figura 12. Gréfica de caja-bigote para asignar la puntuacion del indice de lesion tisular (ILT) (0-2). A) Area
Vascular (um?); B) Area del lumen glandular (um?); C) Dafio celular (Tomada de Pefia-Mercado et al.,

2018).

La escala para asignar la puntuacion de cada una de las variables se presenta en la Tabla 4.

Tabla 4. Escala para indicar la puntuacion para cada una de las variables.

Puntuacion 0 1 2

Area vascular 100 - 300 pum? 301-600 pum? > 601 pum?
Area del lumen glandular 50 - 300 pm? 301-600 pum? > 601 pum?
Dafio celular (nimero de células

edematizadas, nucleos carioliticos o <25 26-85 >86
picnéticos)

Erosidn epitelial Sin erosion Erosién de epitelio Erosién hasta la

superficial porcion oxintica

Se realizé una curva ROC (Fig. 13) y se obtuvo un &rea bajo la curva de 0.993, ademas se
identifico el punto de mayor sensibilidad (0.96) y especificidad (0.96), con este resultado se
propuso que una puntacién > 3 sugiere que ya existe dafio tisular en la mucosa gastrica.

42



80%

Sensitivity

20%

AUC =0.99
f T T T T
0% 20% 40% 60% 30% 100%

1- Specificity

Figura 13. Curva ROC para categorizar el dafio en la mucosa géastrica comparando el grupo control y los
grupos experimentales (Tomada de Pefia-Mercado et al., 2018).

9.2 Validacion del ILT

Los resultados de la cuantificacion realizada con el ILT (Fig. 14) fueron consistentes con
los datos histopatoldgicos reportados, siendo el grupo I/R 60 min el que obtuvo una
puntuacion > 3 (5.4 puntos) y consecuentemente, fue el grupo que presentd dafio tisular
generado por erosion de la mucosa gastrica hasta la porcion oxintica (Pefia-Mercado et al.,
2018).

Tissue lesion index
w

Figura 14. Puntuacion del ILT para el grupo Control y los experimentales: Control (0.2 puntos); Sham (0.8
puntos); Isquemia (2.4 puntos); I/R 60 min (5.4 puntos) (Tomada de Pefia-Mercado et al., 2018).
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9.3 Analisis de impedancia gastrica de los grupos Control, 1sq 60, 90y 120
min.

Para identificar el efecto de diferentes tiempos de isquemia en la mucosa gastrica se
obtuvieron los espectros de impedancia (Fig. 15-A) y una grafica de Cole-Cole (Fig. 15-B)
de los grupos Control Isq 60, 90 y 120 min, en los cuales se identificé un aumento, tanto en
la RLy la X (frecuencias < 10000 Hz) en los grupos isquémicos siendo el grupo de 90 min
el que presentd el mayor cambio. Mientras que a altas frecuencias (>10000 Hz) no se
observaron cambios importantes en la Ry de los grupos isquémicos; sin embargo, la Xu en
los grupos Isg 90 y 120 min presentd un incremento con respecto al grupo Isg 60 min.
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Figura 15. A) Espectros de impedancia géastrica (resistencia y reactancia) de los grupos Control, Isq 60, 90y
120min. Los datos son expresados como la media + ESM. B) Gréfica de Cole-Cole (resistencia vs
reactancia).

Se calcularon los parametros de impedancia gastrica a bajas (RL y Xv) y altas (Ru y Xn)
frecuencias de las condiciones experimentales (Fig. 16). Para identificar diferencias
estadisticamente significativas entre cada uno de estos se realizé una prueba ANOVA.

En el analisis de la R de los grupos Isq 60 min, Isq 90 min e Isq 120 min, se identifico un
incremento estadisticamente significativo (p < 0.001) con respecto al grupo Control, este
incremento se da de manera tiempo-dependiente, siendo los grupos Isq 90 y 120 min los
que presentaron el mayor aumento (Fig. 16A). La Ru de los grupos Isq 60 min, Isq 90 min
e Isg 120 min incrementd significativamente (p < 0.001) con respecto al grupo Control; sin
embargo, no se presentaron diferencias significativas entre ellos (Fig. 16B).
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Figura 16. Representacién grafica de los pardmetros de impedancia de los grupos experimentales. A)
Resistencia a bajas frecuencias (Q): Control (52.5 £ 0.7), Isq 60 min (82.7 £ 1.3), Isq 90 min (93.7 £ 1.8), Isq
120 min (91.4 £ 2.0). B) Resistencia a altas frecuencias (Q). Control (34.8 £ 0.3), Isq 60 min (45.2 + 0.6), Isq
90 min (47.4 £ 0.7), Isq 120 min (47.1 + 0.9). C) Reactancia a bajas frecuencias (-jQ): Control (5.7 £ 0.2),
Isq 60 min (9.0 £ 0.2), Isq 90 min (13.6 = 0.6), Isq 120 min (12.8 + 0.7). D). Reactancia a altas frecuencias (-
jQ): Control (5.1 + 0.1), Isq 60 min (11.8 £ 0.4), Isq 90 min (13.5 + 0.4), Isq 120 min (13.3 £ 0.5). ** p <
0.001. Los datos son expresados como la media = ESM. (NS) no significativo.

El anélisis de la X. de los grupos Isq 60 min, Isq 90 min e Isq 120 min mostro un
incremento significativo (p < 0.001) con respecto al Control, siendo los 2 Gltimos los que
presentaron el mayor incremento (Fig. 16C). La Xy de los grupos Isq 60 min, Isq 90 min e
Isq 120 min present6 un incremento estadisticamente significativo (p < 0.001) con respecto
al Control, siendo los 2 Gltimos los que presentaron el mayor incremento; sin embargo, no
se presentaron diferencias entre ellos (Fig. 16D).

La Rc en los grupos isquémicos presentd incremento gradual, indicando que existe un
proceso de edematizacién glandular que se agrava de manera tiempo-dependiente. Por otra
parte, la Ry fue el pardmetro de impedancia que presentd los menores cambios entre los
grupos de Isg 60, 90 y 120 min con respecto al grupo Control. Mientras que la X. y la Xn
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en los grupos isquémicos presentaron un comportamiento similar a la Ry, estos cambios
sugieren que hay dafio en la membrana celular generado por la pérdida de oxigeno.

9.4 Analisis histologico para identificar el tiempo de isquemia en el cual el
dafo puede ser revertido

Para identificar el tiempo de isquemia en el cual el dafio en la mucosa gastrica es reversible
se obtuvieron cortes transversales y longitudinales de 5 pum de espesor de los grupos:
Control (Fig. 17A, B), Isq 60 min (Fig. 17C, D), Isq 90 min (Fig. 17E, F) e Isq 120 min
(Fig. 17G, H). En el anélisis histopatoldgico del grupo Control (Fig. 17A, B), se observé la
estructura glandular conservada (Fig. 17A). En el corte transversal se identificaron las
glandulas de la mucosa, espacio de la lamina propia y vasos sanguineos sin datos aparentes
de lesion (Fig. 17B). En el grupo Isqg 60 min (Fig. 17C, D), se observaron areas de
dilatacion vascular con presencia de eritrocitos desde la region superior y hasta la region
fundica de la mucosa géstrica. En el corte transversal, se identificaron algunas células con
vacuolizacion citoplasmatica lo que indica degeneracion hidropica. A nivel de la lamina
propia, se identificaron vasos sanguineos con dilatacion importante y abundante presencia
de eritrocitos lo que indica congestion vascular (Fig. 17D).

En el grupo Isq 90 min (Fig. 17E, F), se observaron vasos sanguineos dilatados; ademas se
identificaron zonas con descamacion de células del epitelio superficial (Fig. 17E). En el
corte transversal, se observaron algunas células del epitelio glandular con aumento en la
eosinofilia y condensacion nuclear, las cuales pierden las uniones intercelulares y se
desprenden hacia el lumen glandular; a nivel de la ldmina propia, se identificaron vasos
sanguineos dilatados y zonas hemorragicas (Fig. 17F).

En el grupo Isq 120 min (Fig. 17G, H), se observaron areas de ulceracion (Fig. 17G). En el
corte transversal, se observaron células del epitelio glandular desprendidas de la membrana
basal, las cuales presentaron aumento en la eosinofilia y condensacion nuclear. A nivel de
la lamina propia, se identificaron zonas de hemorragia (Fig. 17H).
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Figura 17. Fotomicrografias de cortes longitudinales (A, C, E, G) y transversales (B, D, F, H) de mucosa
gastrica de los grupos experimentales: Control (A, B), Isq 60 min (C, D), Isq 90 min (E, F) e Isq 120 min (G,
H). ldentificadores: Lamina propia (Flecha verde); Lumen glandular (Flecha azul); Vasos sanguineos
(Cabeza de flecha); Células dafiadas (Flecha amarilla delgada); Glandula con cambios hidrépicos
(rectangulo rojo). H&E. Barra de escala: 100 um, <100 (A, C, Ey G) y 50 um, %400 (B, D, F, H).
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9.5 Analisis histologico cuantitativo (ILT)

En el andlisis cuantitativo (ILT) se observo un incremento estadisticamente significativo (p
< 0.001) en la puntuacion entre los grupos isquémicos con respecto al grupo Control. Los
grupos Isq 60, 90 y 120 min presentaron una puntuaciéon > 3 y de acuerdo la categorizacion
del ILT existe lesion tisular; sin embargo, la severidad incrementa de manera tiempo-
dependiente (Tabla 5), siendo en el grupo Isq 120 min en donde existe un mayor dafio; sin
embargo, a partir de los 90 min de isquemia puede comprometerse la integridad funcional
de la mucosa gastrica debido a la pérdida de las uniones intercelulares (Fig. 18).

b 8. * %k
o )
2 | wx NS
= A | ] ]
5.
K7 51 Lesion tisular
2 41 T
8 . :"-:- : i
Q 21 B Sin lesion tisular
S 1 o
= 0 -
& O
Q(Q Q@
oq KV
& \(OQ

Figura 18. Representacion gréafica de la puntuacién del ILT de los grupos experimentales: Control (0.8+0.1),
Isq 60 min (3.8+0.1), Isq 90 min (4.7£0.1), Isq 120 min (5.3£0.1). Los datos son expresados como la media +
ESM. (NS) no significativo. ** (p < 0.001).

9.6 Efecto de la produccién de mucinas en diferentes tiempos de isquemia

La tincion con Acido Peryodico de Schiff-Azul Alciano (PAS-AA) (Fig. 19A-H), mostrd
células mucindgenas de la region superficial de la mucosa gastrica con intensa alcianofilia
(color azul); ademas, se identificaron células PAS-positivas (color magenta brillante) en el
cuello y la porcion basal de las fositas glandulares en el grupo Control (Fig. 19A-B), la cual
tiende a incrementar en el grupo Isq 60 min (Fig. 19C-D), mientras que en los grupos Isq
90 (Fig. 19E-F) e Isq 120 min (Fig. 19G-H), se redujo significativamente (p < 0.001) la
afinidad tintorial (Fig. 20A, B) a lo largo del epitelio superficial y glandular de la mucosa
gastrica indicando que se pierde la produccién de glucosaminoglicanos acidos y neutros,
respectivamente.
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Figura 19. Fotomicrografias de cortes longitudinales de mucosa gastrica tefiidos con PAS-AA de los grupos
experimentales: Control (A, B), Isq 60 min (C, D), Isq 90 min (E, F) e Isq 120 min (G, H). Barra de escala:
100 pum, x400.
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Figura 20. Representacién grafica de la cuantificacion del &rea AA-positiva y PAS-positiva de los grupos
experimentales. A) Area AA-positiva (um?): Control (21342 + 1664), Isq 60 min (27355 + 987), Isq 90 min
(5676 + 453) e Isq 120 min (4986 + 448). B) Area PAS-positiva (um?): Control (294859 + 12500), Isq 60 min
(324601 = 22670), Isqg 90 min (222152 + 21199) e Isq 120 min (192078 + 14499). Los resultados son
presentados como la media + ESM. ** p < 0.001. # p < 0.001 con respecto al grupo Control.

9.7 Relacion entre los parametros de impedancia géastrica con la puntuacion
del ILT

Las mediciones de los pardmetros de impedancia a bajas frecuencias (RL y X.) mostraron
un incremento gradual de manera tiempo-dependiente que es consistente con los resultados
en el analisis histologico cualitativo y cuantitativo (ILT). La puntuacion obtenida después
de 60 min de isquemia nos sugiere que a partir de este tiempo ya hay dafio en la mucosa
gastrica (Tabla 5). Por otra parte, el incremento en la Ry se presentdé en condiciones
isquémicas, sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
ellos; mientras que la Xy fue el parametro de impedancia que presento el mayor incremento
después de 120 min de isquemia. Es importante mencionar que tanto en las mediciones de
los parametros de impedancia como en la puntuacion del ILT no se identificaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos Isq 90 y 120 min.

Tabla 5. Relacién entre los parametros de impedancia gastrica y la puntuacion del indice de lesidn tisular
(ILT) en los grupos Control, Isq 60, 90 y 120 min. Resistencia a bajas frecuencias (RL); Resistencia a altas
frecuencias (Ru); Reactancia a bajas frecuencias (X.); Reactancia a altas frecuencias (Xu). Los datos son
expresados como la media £ ESM.

Control Isg 60 min Isg 90 min Isq 120 min
RL (Q) 52.57+0.70°%  82.75+1.37*&  93.74+1.82*° 91.41+£2.07*°
XL () 5.7740.27°%% 9.0940.26*&# 13.6910.62*° 12.800.71*°
Ry (Q) 34.80+0.36°%%  45.25+0.61* 47.46+0.73* 47.14+0.93*
XH (j€2) 5.1740.18°%*  11.88+0.40*%#  13.5740.47*° 13.32+0.55*°
ILT 0.82+0.15°%# 3.8610.10*&# 4.76£0.07*° 5.34+0.12*°
*p <0.001 vs Control; © p <0.001 vs Isq 60 min; %p <0.001 vs Isq 90; #p <0.001 vs Isq 120
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9.8 Obtencidn del umbral predictivo para identificar el dafio irreversible a
partir de las parametros de impedancia y la puntuacion del ILT

Para identificar los valores predictivos a partir de los cuales se puede identificar el grupo
isquémico a partir del cual se puede reducir el dafio en la mucosa gastrica en condiciones de
isquemia prolongada, se realiz6 una curva ROC con las parametros de impedancia (R, Xi,
Ruy Xn) (Fig. 21) y se obtuvo el AUC, el punto de mayor sensibilidad — especificidad para
identificar el punto de corte, finalmente se ubicaron los valores predictivos positivo y
negativo para identificar a los verdaderos positivos (VP-con lesién) y a los verdaderos
negativos (VN-sin lesion), respectivamente (Tabla 6). El resultado nos permitio identificar
que la RLy Xn fueron los parametros de impedancia que obtuvieron la mayor AUC (Tabla
6), lo cual nos permite sugerir que ambos parametros son los que mejor se relacionan con el
dafio en la mucosa gastrica en condiciones de isquemia prolongada.
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Figura 21. Curva ROC para predecir el grado de lesién en la mucosa gastrica a partir de la puntuacién del
ILT y los parametros de impedancia a bajas y altas frecuencias. Area bajo la curva (AUC).

Tabla 6. Andlisis de la curva ROC de los parametros de impedancia gastrica a bajas (R, X.) y altas (Ru, Xn)
frecuencias. Area bajo la curva (AUC), verdaderos negativos (VN), verdaderos positivos (VP), valor
predictivo (V-P), sensibilidad (S), especificidad (E).

AUC VN S-E V-P S-E VP E-S
RL (L) 0.86 + 0.022*°% | 70 | 0.90-0.60 79 0.78-0.78 | 87 | 0.90-0.60
Ru (Q) 0.78 +£0.028*% | 38 | 0.90-0.43 43 0.71-0.71 | 48.7 | 0.90-0.40
XL(5jQ) |0.81+0.023* 5.4 | 0.90-0.27 9 0.75-0.75 | 10.5 | 0.90-0.65
Xu(-j€2) |0.82 £0.025*" 7.7 | 0.90-0.52 | 105 | 0.74-0.74 | 13.5 | 0.90-0.50

*p <0.001; R vs Ry, X1, Xu; * p <0.001; Ry vs R, X1, Xu; © p <0.001; X vs R, Ry, Xp; &p <0.001; Xy vs
Re, Ru, XL
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Para identificar los parametros de impedancia que mejor se relacionan con el dafio en la
mucosa gastrica en condiciones de isquemia prolongada se realiz6 una regresion lineal
segmentada, tomando como “punto de quiebre” el valor predictivo con mayor sensibilidad
y especificidad de los parametros de impedancia (Rr: 79 Q; Ru: 43 Q; Xi: 9 -jQ y Xn: 10.5
-jQ). Este resultado nos permiti6 confirmar que la Re (Fig. 22A) y la Xn (Fig. 22D) son los
parametros de impedancia que mejor se relacionan (r> = 0.72 y r? = 0.66, respectivamente)
con este tipo de lesion de la mucosa gastrica.
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Figura 22. Representacion grafica de la regresion lineal segmentada: Resistencia (R. y Rn) y Reactancia (X,
y Xuy) vs indice de lesion tisular (ILT).

Con estos resultados, se realiz6 una grafica de dispersion y se delimitaron los valores
predictivos de los parametros de impedancia y el de la puntuacion del ILT (Fig. 23A-D).
Para identificar el tiempo de isquemia a partir del cual se puede revertir el dafio, se ubicé el
grupo isquémico que tuviera el mayor nimero de ejemplares mas préximo a la puntacion 3
del ILT y que se ubicara por detras del valor de los verdaderos positivos (Tabla 6). Se
observo, que los ejemplares del grupo Isq 60 min, obtuvieron la menor puntuacion en el
ILT de los grupos isquémicos y ademas que el 75% y 85% (RL y Xu, respectivamente) de
estos se encontraron por debajo del valor de los VP-con lesion. De acuerdo con los
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resultados obtenidos se pudo inferir que el dafio en la mucosa gastrica generado por 60 min
de isquemia todavia puede ser revertido, mientras que a mayores tiempos de isquemia el
dafio es irreversible.
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Figura 23. Comparacion de la puntuacion del indice de lesion tisular vs los parametros de impedancia
gastrica a bajas y altas frecuencias (R., Ru, XL ¥ X1) en un modelo de isquemia prolongada.
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9.9 Analisis inmunohistoquimico de la expresion de iNOS

El analisis inmunohistoquimico de iNOS en el grupo Isq 60 min (Fig. 24B) mostré leve
inmunorreactividad citoplasmatica en células epiteliales de la mucosa gastrica, la cual
incrementd significativamente (p < 0.001) en los grupos Isq 90 e Isq 120 min (Fig. 24C, D),
siendo el grupo Isq 90 min el que presentd el pico maximo de expresion (Fig. 24E).

Figura 24. Fotomicrografias representativas de la inmunodeteccion de iNOS (A-D) en los grupos
experimentales: Control (A), 1sg 60 min (B), Isq 90 min (C) e Isg 120 min (D). Barra de escala: 200 pm,
x100. Magnificacion: barra de escala: 80 um. E) Representacion grafica de la expresion (Int/pm?) de iNOS
en los grupos experimentales: Control (722.3 £ 83.2), Isq 60 min (1664 + 283.4), Isq 90 min (5642 + 608.7) e
Isqg 120 min (5557 + 330.5). Los datos son expresados como la media = ESM. ** p < 0.001. (NS) no
significativo.

54



9.10 Analisis inmunohistoquimico de la expresion de TNFa

La inmunodeteccion de TNFa no mostré cambios en la expresion entre los grupos Control
e Isq 60 min (Fig. 25A, B), mientras que en los grupos Isq 90 e Isq 120 min (Fig. 25C, D)
incremento el nivel de expresidn significativamente (p < 0.001), siendo el grupo de Isq 90
min el que presento6 el mayor aumento (Fig. 25E).
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Figura 25. Fotomicrografias representativas de la inmunodeteccion de TNFa (A-D) en los grupos
experimentales: Control (A), Isq 60 min (B), Isq 90 min (C) e Isq 120 min (D). Barra de escala: 200 pm,
x100. Magnificacion: barra de escala: 80 um. E) Representacion grafica de la expresion (Int/um?) de TNFa
en los grupos experimentales: Control (653.3 + 38.1), Isq 60 min (545.9 + 112), Isq 90 min (2492 + 463.5) e
Isqg 120 min (2565 + 180.4). Los datos son expresados como la media + ESM. ** p < 0.001. (NS) no
significativo.
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9.11 Anaélisis inmunohistoquimico de la expresion de COX-2

El analisis inmunohistoquimico para la deteccion de COX-2, mostré inmunorreactividad
positiva en algunos tipos celulares de la muscular de la mucosa en el grupo Control (Fig.
26A). En condiciones isquémicas se observd un incremento gradual (p < 0.001) en la
expresion de COX-2 en células endoteliales y del epitelio superficial en los grupos Isq 60
(Fig. 26B) e Isq 90 min (Fig. 26C). En el grupo Isq 120 (Fig. 26D) se identifico una
disminucion en la expresion de COX-2 con respecto al grupo Isq 90 min (Fig. 26E)

probablemente asociada a la degradacion del tejido en la porcién superior de la mucosa
gastrica.
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Figura 26. Fotomicrografias representativas de la inmunodeteccion de COX-2 (A-D) en los grupos
experimentales: Control (A), Isq 60 min (B), Isq 90 min (C) e Isq 120 min (D). Barra de escala: 200 jum,
x100. Magnificacion: barra de escala: 80 um. E) Representacion grafica de la expresion (Int/um?) de COX-2
en los grupos experimentales: Control (653.3 + 38.1), Isq 60 min (545.9 + 112), Isq 90 min (2492 + 463.5) e

Isq 120 min (2565 + 180.4). Los datos son expresados como la media £ ESM. * p < 0.01, ** p < 0.001. (NS)
no significativo.
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9.12 Deteccidn de apoptosis por medio del ensayo de TUNEL

La fragmentacion de DNA de las células epiteliales dafiadas se analizd por medio del
ensayo de apoptosis TUNEL el cual nos permitio identificar algunas células TUNEL-
positivas en el epitelio superficial de la mucosa en el grupo Control, mientras que en los
grupos isquémicos se observd un incremento estadisticamente significativo (p < 0.001) en
el nimero de células positivas con respecto al Control, siendo los grupos de Isquemia por
90 y 120 min los que presentaron el mayor aumento; consecuentemente, se generé una zona
apoptética con una mayor profundidad que alcanza la porcion oxintica de la mucosa,
después de 120 min de isquemia (Fig. 27A-E)
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Figura 27. Deteccion de fragmentacion de DNA por técnica de TUNEL (Terminal dUTP Nick-End Labeling)
en los grupos experimentales: Control (A), Isq 60 min (B), Isq 90 min (C) e Isq 120 min(D). Barra de escala:
100 pum, x400. Magnificacion: barra de escala: 50 pm. E) Representacion grafica de la cuantificacion del
namero de células TUNEL-positivas: Control (2.5 + 0.5), Isq 60 min (23.3 £ 2.1), Isq 90 min (61.5 £ 3.8) e
Isq 120 min (64.0 = 7.08). ** (p < 0.001). Los datos son expresados como la media = ESM. (NS) no
significativo.
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9.13 Deteccidn de Caspasa-3-activa por medio de Western blot

El andlisis de inmunodeteccion de Caspasa-3-activa por Western blot (Fig. 28), mostré un
incremento en la expresion de Caspasa-3 activa a partir del grupo Isq 90 min, siendo el
grupo Isq 120 min el que presentd el mayor nivel de expresion (p < 0.01), mientras que en
los grupos Control e Isq 60 min no se detecto.
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Figura 28. Inmunodeteccion por Western Blot y analisis cuantitativo de Caspasa-3-activa de los grupos
experimentales: Control (0), Isq 60 min (0), Isq 90 min (0.44 + 0.07) e Isq 120 min (1.67 *+ 0.28). Los
experimentos se realizaron por triplicado y los datos son expresados como la media £ ESM. * p < 0.01. (UA)
Unidades arbitrarias.

En conjunto, estos resultados permiten evidenciar que, a partir de 90 min de isquemia, las
células del epitelio de la mucosa gastrica expresan de manera significativa iNOS, TNFa y
COX-2, ademas de presentar muerte celular apoptotica en el epitelio superficial lo que
puede comprometer la integridad de la barrera epitelial.
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9.14 Efecto de la MT sobre las mediciones de los parametros de impedancia
gastrica de los grupos Sham, I/R e I/R+MT

Para evaluar el efecto de la MT sobre los cambios en las propiedades eléctricas de la
mucosa gastrica sometida a I/R (60 min/24 horas), se registraron los espectros de
impedancia (Fig. 29A); ademas, se grafico la resistencia vs la reactancia (grafica de Cole-
Cole) (Fig. 29B). En la Fig. 29A se observd una disminucion en la resistencia y reactancia a
bajas (< 10000 Hz) y altas (> 10000 Hz) frecuencias en el grupo I/R+MT con respecto al
grupo I/R. Por otra parte, en la grafica de Cole-Cole se observd un desplazamiento
importante hacia el lado derecho en el grupo I/R+MT con respecto al no tratado (Fig. 29B),
sugiriendo que existe una posible reversion del dafio después de la administracion de MT.
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Figura 29. A) Espectro de impedancia gastrica (resistencia y reactancia) de los grupos Sham, I/R e I/R+MT.
Los datos son expresados como la media £ ESM. B) Gréfica de Cole-Cole (resistencia vs reactancia).

Después, se calcularon los parametros de impedancia gastrica que mejor se relacionan con
el dafio inducido por isquemia prolongada (R. y Xw) en los grupos Sham, I/R e I/R+MT
(Fig. 30A, B). En el andlisis de la R (Fig. 30A), se observo un incremento significativo (p
< 0.001) en el grupo I/R con respecto al grupo Sham, el cual disminuy0 significativamente
en el grupo I/R+MT. De manera similar, la Xy (Fig. 30B) presentd un incremento
significativo en el grupo I/R con respecto al grupo Sham que disminuyé (p < 0.001)
después del tratamiento con melatonina.
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Figura 30. Representacion grafica de los parametros de impedancia gastrica (R. y Xu) de los grupos: Sham,
I/IR e I/R+MT. A) RL: Resistencia a bajas frecuencias (Q): Sham (55.1 £ 0.7), I/R (88.4 = 1.2), I/R+MT (73.2
+ 1.05). B) Xn: Reactancia a altas frecuencias (-j€2): Sham (5.1 £ 0.1), I/R (12.7 £ 0.4), I/R+MT (9.7 £ 0.3).
** p < 0.001. Los datos son expresados como la media £ ESM. (NS) no significativo.

9.15 Efecto de la MT sobre el dafio en la mucosa gastrica inducido por I/R

En el grupo Sham, se observaron algunos vasos sanguineos dilatados, la arquitectura
glandular se encuentra conservada (Fig. 31A, B). En el grupo I/R (Fig. 31C, D), se
observaron vasos sanguineos congestionados y zonas hemorragicas; ademas se
identificaron zonas de erosion del epitelio superficial (Fig. 31C). En el corte transversal, se
identificaron células del epitelio glandular con desprendimiento de la membrana basal,
células con aumento en la eosinofilia y cambios morfoldgicos asociados a muerte celular
por apoptosis y necrosis. A nivel de la I[&mina propia, se identificaron vasos sanguineos
dilatados con abundantes eritrocitos (congestion vascular), ademas de un incremento en
algunas zonas de la ldmina propia, lo que sugiere edema intersticial (Fig. 31D).

En el grupo I/R+MT (Fig. 31E, F), se observaron células del epitelio glandular con cambios
citoplasmaticos con tendencia a la basofilia. Ademas, se identificaron pequefias zonas con
edema y vasos sanguineos dilatados principalmente en la porcién superior de la mucosa.
Por otra parte, no se identificaron zonas de erosion epitelial importante (Fig. 31E). En el
corte transversal, se observaron células del epitelio glandular en su mayoria con datos
morfoldgicos de edema celular, ademas de algunas células con datos de franco proceso
apoptotico; sin embargo, la arquitectura glandular se encontré conservada. A nivel de la
lamina propia, se identificaron areas de dilatacion vascular importante sin presencia de
eritrocitos (Fig. 31F).
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Figura 31. Fotomicrografias de corte longitudinal (A, C, E) y transversal (B, D, F) de mucosa gastrica de los
grupos Sham (A, B), IIR (C, D) e I/IR+MT (E, F). Identificadores: Erosion epitelial (Flecha negra gruesa);
Vasos sanguineos (Cabeza de flecha); Lamina propia (Flecha verde); Lumen glandular (Flecha azul);
Células dafiadas (Flecha amarilla delgada); Desprendimiento glandular (flecha roja). H&E. Barra de
escala: 500 um, <100 (A, C, E); 100 um, %400 (B, D, F); magnificacién: 50 um.
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9.16 Analisis histologico cuantitativo (ILT) de los grupos Sham, I/R e I/R+MT
El analisis cuantitativo mostrd una disminucion estadisticamente significativa (p < 0.001)
en la puntuacion del ILT en el grupo I/R+MT con respecto al grupo I/R. En ambos grupos
se obtuvo una puntacion > 3 indicando que existen alteraciones tisulares, sin embargo, en el
grupo I/R el dafio en la mucosa gastrica es mas severo (Fig. 32).
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Figura 32. Representacion grafica de la puntuacion del ILT de los grupos Sham (1.2 +0.1), /R (5.2 +0.1) e
I/R+MT (3.7 £ 0.06). Los datos son expresados como la media £ ESM. ** p < 0.001.

9.17 Efecto de la MT sobre la produccién de mucinas en condiciones de I/R

La tincion de PAS-AA permitié identificar la localizacion y densidad de células
mucinogenas AA-positivas (color azul) y PAS-positivas (color magenta brillante), las
cuales producen glucosaminoglicanos acidos y neutros, respectivamente. En el grupo I/R
(Fig. 33C) se observo una disminucion en la afinidad tintorial AA-positiva en el epitelio
superficial, la cual incrementd de manera significativa (p < 0.01) después del tratamiento
con MT (Fig. 33E). Ademas, el area PAS-positiva también incremento significativamente
(p < 0.001) con la administracion del tratamiento (Fig. 33F, H) con respecto al grupo I/R.
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Figura 33. Fotomicrografias de cortes longitudinales (A-F) de mucosa gastrica tefiidos con PAS-AA de los
grupos Sham (A, B), I/R (C, D) e I/R+MT (E, F). Barra de escala: 100 um, x400. Representacién grafica de
la cuantificacion del area AA-positiva (G) y PAS-positiva (H) de los grupos experimentales. G) Area AA-
positiva (um?): Sham (20616 + 3126), I/R (6489 + 981.5) e I/R+MT (14411 + 1790). H) Area PAS-positiva
(um?): Sham (238314 + 11496), I/R (188137 + 16547) e I/R+MT (252135 + 20315). Los resultados son
presentados como la media £ ESM. * p < 0.01, ** p < 0.001.
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9.18 Relacién de los parametros de impedancia gastricay el ILT de los grupos
Sham, I/R e I/R+MT

Los cambios identificados en la R y Xu son consistentes con los reportados en el analisis
histopatoldgico cualitativo y cuantitativo (ILT) (Tabla 7), en donde se observo que en
condiciones de I/R, se presentd el mayor dafio en el tejido acompafado de edema tisular en
la porcion superior de la mucosa; mientras que en el grupo I/R+MT, los parametros de
impedancia y la puntuacion del ILT disminuyen significativamente con respecto al grupo
no tratado.

Tabla 7. Relacion de los parametros de impedancia gastrica y el indice de lesidn tisular (ILT) de los grupos
Sham, I/R e I/R+MT. Resistencia a bajas frecuencias (RL); Reactancia a altas frecuencias (Xn). Los datos
son expresados como la media £ ESM.

Sham I/IR I/IR+MT
RL (Q) 5257 £ 0.70°& 88.49 + 1.23*& 73.24 + 1.05%°
X (-jQ) 5.17 £ 0.18°%% 12.72 + 0.40*& 9.73 +0.31*°

ILT 0.82 £ 0.15°%& 5.27 £ 0.11*% 3.70 £ 0.06*°
*p <0.001 vs Sham; © p <0.001 vs I/R; &p <0.001 vs I/R+MT

Para evaluar el efecto de la MT sobre el grado de lesion inducido por I/R a partir de los
valores predictivos de los pardmetros de impedancia (RLy Xn) y el ILT, realizé una gréfica
de dispersion (Fig. 34), en la cual se pudo identificar que los ejemplares del grupo I/R+MT
se encuentran por debajo del VP-con lesion, mientras que en el grupo I/R algunos
ejemplares se encuentran en la zona de lesion. Estos resultados nos sugieren que el dafio en
la mucosa gastrica del grupo tratado con MT tiene una mejor recuperacién que el grupo no
tratado.
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Figura 34. Comparacion de la puntuacion del indice de lesion tisular (ILT) vs los parametros de impedancia
gastrica (R. y X#) en un modelo de I/R por 24 horas.
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9.19 Efecto de la MT sobre la expresion de iNOS en condiciones de I/R

El analisis inmunohistoquimico de iINOS (Fig. 35A-C) mostr0 un incremento
estadisticamente significativo (p < 0.001) en la inmunorreactividad positiva citoplasmatica
en células del epitelio de la mucosa gastrica en el grupo I/R (Fig. 35B) con respecto al
grupo Sham (Fig. 35A). La administracion de MT indujo una disminucion en su expresion;
sin embargo, los cambios no fueron significativos (Fig. 35C, D).
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Figura 35. Fotomicrografias representativas de la inmunodeteccion de iNOS en los grupos Sham (A), I/R (B)
e I/R+MT (C). Barra de escala: 200 um, x100. Magnificacién: barra de escala: 80 um. D) Representacion
grafica de la expresion (Int/ pm?) de iNOS en los grupos Sham (660.7 + 105.9), I/R (4160 * 929) e I/R+MT
(3271 + 486). Los datos son expresados como la media + ESM. ** p < 0.001.

9.20 Efecto de la MT sobre la expresion de TNFa en condiciones de I/R

El analisis inmunohistoquimico de TNFa (Fig. 36A-C) mostr6 un incremento
estadisticamente significativo (p < 0.001) en la inmunorreactividad positiva citoplasmatica
en celulas del epitelio de la mucosa gastrica en el grupo I/R (Fig. 36B) con respecto al
grupo Sham (Fig. 36A). La administracion de MT indujo una disminucion estadisticamente
significativa en la expresion de TNFa con respecto al grupo I/R (p < 0.01) (Fig. 36C, D).
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Figura 36. Fotomicrografias representativas de la inmunodeteccion de TNFa en los grupos Sham (A), I/IR (B)
e I/R+MT (C). Barra de escala: 200 um, x100. Magnificacién: barra de escala: 80 um. D) Representacion
grafica de la expresion (Int/um?) de TNFa en los grupos Sham (537.9 + 104.8), I/R (1240 + 356.6) e I/R+MT
(879.7 £ 212.7). Los datos son expresados como la media + ESM. * p < 0.01, ** p < 0.001.

9.21 Efecto de la MT sobre la expresion de COX-2 en condiciones de I/R

La inmunodeteccion de COX-2 (Fig. 37A-C) mostré inmunorreactividad positiva en
algunos tipos celulares de la muscular de la mucosa en el grupo Sham (Fig. 37A). En el
grupo I/R (Fig. 37B), se observé un incremento estadisticamente significativo (p < 0.01) en
la expresion de COX-2 en células endoteliales, células del sistema inmune, ademas se
identifico un nivel importante de expresion en zonas de exfoliacion y erosion de la mucosa
gastrica. Después del tratamiento con MT (Fig. 37C), se encontrd la expresion
principalmente en células del sistema inmune y algunas zonas de exfoliacién epitelial. El
analisis cuantitativo mostré una disminucion estadisticamente significativa (p < 0.01) en la
expresion de COX-2 en el grupo tratado con MT con respecto al grupo I/R (Fig. 37D).
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Figura 37. Fotomicrografias representativas de la inmunodeteccién de COX-2 en los grupos Sham (A), I/R
(B) e I/R+MT (C). Barra de escala: 200 pm, x100. Magnificacion: barra de escala: 80 um. D)
Representacion grafica de la expresion (Int/um?) de COX-2 en los grupos Sham (1249 + 91.8), I/R (6331 *
288.4) e I/R+MT (5197 + 252.8). Los datos son expresados como la media £ ESM. * p < 0.01, ** p < 0.001.

9.22 Efecto de la MT sobre la proliferacion en condiciones de I/R

Para evaluar el efecto de la MT sobre la proliferacion celular en la mucosa gastrica en
condiciones de I/R, se realiz6 el marcaje inmunohistoquimico de PCNA (Fig. 38A-C). En
el grupo Sham (Fig. 38A), se encontraron algunos ndcleos PCNA-positivos en células
localizadas en la lamina propia y el epitelio foveolar, asi como en la porcion del cuello.
Mientras que en el grupo I/R (Fig. 38B), se observaron nucleos PCNA-positivos en células
epiteliales en la porcion del istmo y el cuello de las glandulas, principalmente en las zonas
de erosion. Por otra parte, en el grupo I/R+MT (Fig. 38C), se identificé inmunorreactividad
positiva en nucleos de células localizadas en la ldmina propia, células epiteliales del istmo y
la porcion del cuello y algunas en las foveolas. El anlisis cuantitativo mostré un
incrementd estadisticamente significativo (p < 0.01) en el nimero de ndcleos positivos en
el grupo tratado, con respecto al grupo I/R (Fig. 38D).
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Figura 38. Fotomicrografias representativas de la inmunodeteccion de PCNA en los grupos Sham (A), I/R (B)
e I/R+MT (C). Barra de escala: 200 um, x100. Magnificacién: barra de escala: 80 um. D) Representacion
gréafica del nimero de células PCNA-positivas en los grupos Sham (226.2 £ 23.1), I/R (323 £ 27.1) e I/IR+MT
(407.6 + 22.8). Los datos son expresados como la media £ ESM. * p < 0.01, ** p < 0.001.

9.23 Efecto de la MT sobre la apoptosis inducida por I/R

Para examinar el efecto de la MT sobre la apoptosis inducida por I/R se realizé el ensayo de
apoptosis TUNEL. El grupo Sham (Fig. 39A) mostr algunas células apoptdticas en el
epitelio superficial de la mucosa gastrica. En el grupo I/R (Fig. 39B), se identificaron
células TUNEL-positivas en el epitelio superficial y porcion oxintica, mientras que en el
grupo tratado con MT (Fig. 39C), se identificaron células TUNEL-positivas confinadas a la
porcidn superior de la mucosa gastrica. En el analisis estadistico se observo un incremento
estadisticamente significativo (p < 0.001) en el nimero de células apoptéticas en el grupo
I/R con respecto al grupo Sham, mientras que el grupo tratado con MT presentd una menor
cantidad de células apoptoticas (Fig. 39D).
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Figura 39. Deteccion de fragmentacion de DNA por técnica de TUNEL (Terminal dUTP Nick-End Labeling)
en los grupos Sham (A), I/R (B) e I/R+MT (C). Barra de escala: 100 um, x400. Magnificacién: barra de
escala: 50 um. D) Representacion gréafica de la cuantificacion del nimero de células TUNEL-positivas en los
grupos Sham (5.28 £ 0.7), I/R (43.1 + 3.4) e I/R+MT (18.2 + 1.85). ** (p < 0.001). Los datos son expresados
como la media = ESM.

9.24 Efecto de la MT sobre la activacion de Caspasa-e inducida por I/R

El andlisis de inmunodeteccién de Caspasa-3-activa por Western blot confirmé estos
resultados, el andlisis cuantitativo mostrd una disminucion estadisticamente significativa (p
< 0.001) en la expresion de Caspasa-3 activa en el grupo I/R+MT con respecto al no tratado

(Fig. 40). Con este resultado, se observé que el tratamiento con MT atenda la apoptosis en
la mucosa gastrica inducida por I/R.

Caspasa-3-activa (20 kDa)

| o—

GAPDH (37 kDa)

T

IR VR+MT

Caspasa-3-activa/GAPDH
(UA)

Figura 40. Inmunodeteccion por Western Blot y analisis cuantitativo de Caspasa-3-activa de los grupos I/R
(1.56 + 0.03) e I/R+MT (0.45 £+ 0.04). Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos son
expresados como la media £ ESM. * p < 0.01. (UA) Unidades arbitrarias.
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10 Discusion

El dafio en la mucosa gastrointestinal causado por I/R es un problema clinico importante
asociado con diversas condiciones fisiopatoldgicas, tales como trauma, hemorragia, cirugia
mayor, farmacos antiinflamatorios, choque hipovolémico, enfermedad isquémica o
sangrado por Ulcera isquémica (Du et al., 2015). Eventos isquémicos transitorios en la
mucosa gastrica ocurren en pacientes en estado critico con SDOM, los cuales presentan una
tasa de mortalidad del 44 al 76% (Osterbur et al., 2014). La disfuncion gastrointestinal se
observa frecuentemente en este tipo de pacientes, se refiere, en general al deterioro
funcional del tracto gastrointestinal, el cual puede llevar a una falla organica multiple.
Recientemente, se ha propuesto que el grado de severidad de lesion gastrointestinal aguda
es un buen predictor de la mortalidad (Ding et al., 2020), por lo que el diagndstico
temprano es fundamental para orientar las posibles intervenciones terapéuticas con la
finalidad de evitar complicaciones.

La espectroscopia de impedancia es una técnica que nos permite monitorear la progresién
del dafio en tejidos isquémicos. Los cambios tempranos en los pardmetros de impedancia
(RL, XL, Ry y Xn) asociados a isquemia gastrica han sido reportados por Beltran et al.,
(2006, 2013, 2015) en pacientes en estado critico y en modelos animales; pero era
importante poder cuantificar el dafio en la mucosa generado por isquemia e I/R, para lo cual
en este trabajo se propuso un indice (ILT) que puede relacionarse con los cambios en la
impedancia gastrica. Este indice consideré alteraciones patoldgicas asociadas con el
proceso inflamatorio y dafio celular los cuales estan relacionados con los parametros de
impedancia a bajas y altas frecuencias (Rr, X., RH y Xn). Ademas, estas variables pueden
verse afectadas por algun tratamiento el cual puede inhibir o disminuir el dafio en la
mucosa gastrica en condiciones de isquemia o I/R.

Las mediciones de los métodos de cuantificacion del dafio en la mucosa gastrica descritos
previamente, pueden verse afectados por la subjetividad del observador y las técnicas de
medicion; ademas, las puntuaciones han sido modificadas en algunos trabajos de acuerdo
con el criterio del investigador, lo cual hace dificil comparar los resultados con los de otros
investigadores (Zhang et al., 2008; Peskar et al., 2009; Hu et al., 2016). El estudio del dafo
en la mucosa gastrica se enfoca principalmente en la bldsqueda de tratamientos los cuales
puedan minimizar el area de erosion generada por I/R (Mard et al., 2015; Hu et al., 2016;
Magierowski et al., 2017), por lo cual estos métodos de cuantificacion pueden servir como
referencia para identificar la extension y profundidad del dafio con el tratamiento en
modelos de I/R géstrica; sin embargo, al no ser objetivos, no pueden relacionarse con los
cambios en las mediciones de impedancia gastrica generados por I/R. En un estudio
preliminar (Pena-Mercado et al., 2016), se propuso un ILT que considera 4 variables: area
vascular, area del lumen glandular, nimero de células dafiadas y profundidad de la erosion;
sin embargo, la escala se asignd de manera arbitraria, por lo que para este trabajo se
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definieron por medio de un analisis estadistico (Fig. 10) y finalmente se categoriz6 el dafio
en la mucosa gastrica.

Para la validacion del ILT, se realizo el analisis histopatologico y cuantitativo del dafio en
la mucosa gastrica generado por I/R. Los resultados fueron consistentes con los reportados
por Beltran et al., (2013), en donde se identificaron cambios asociados a edema celular y
dilatacion vascular después de 30 min de isquemia; por otra parte, después de 60 min de
reperfusion se identificd dafio celular importante que generd erosion en la mucosa gastrica,
estos resultados son consistentes con los presentados por Liu et al., (2013) en un modelo de
isquemia similar. Con las variables consideradas en el ILT se logré identificar bajo
condiciones de isquemia por 30 min, el dafio celular y la congestion vascular sin datos
aparentes de erosién que comprometan la funcion de barrera, mientras que en condiciones
de reperfusidn se observo erosion epitelial hasta la porcion oxintica, lo cual incrementa la
puntuacion del ILT de manera significativa. Basandonos en estos resultados, la escala
sugerida es consistente con los resultados reportados por Nakamori et al., (2010) y Gou et
al., (2011), quienes en condiciones de isquemia por 30 min no encontraron dafo
macroscopico visible; sin embargo, después de 60 min de reperfusion, multiples lesiones
hemorragicas fueron observadas. En este trabajo, los resultados del ILT nos permitieron
conducir un andlisis cuantitativo objetivo usando escalas definidas estadisticamente, las
cuales nos permitieron obtener resultados cuantitativos reproducibles y comparables que
puedan ser relacionados con los cambios de la impedancia gastrica (Pefia-Mercado et al.,
2018).

La EIE permite monitorear y detectar en tiempo real los cambios morfopatologicos
tempranos que se presentan en condiciones de privacion de oxigeno (Swisher et al., 2015).
En este trabajo, se detectaron cambios tisulares tempranos asociados a dafio por isquemia,
con incremento en los pardmetros de impedancia a bajas frecuencias (R. y Xv); ademas, se
encontr6 un mayor aumento (R, XL y Xn) en los grupos Isq 90 y 120 min. El incremento
en la R esté relacionado con edema y disminucion del espacio intercelular como resultado
del metabolismo anaerobio durante la isquemia. Cuando el estimulo es muy prolongado, la
deficiencia aguda de ATP puede conducir a dafio celular irreversible que finalmente
conduce a destruccion membranal y muerte (Lueck et al., 2019), cambios que se relacionan
con los aumentos de la reactancia (XL y Xn).

Algunos trabajos han buscado identificar las alteraciones tisulares que sugieren dafio
isquémico reversible e irreversible y relacionarlas con las variaciones en mediciones de
impedancia en tejido cardiaco (Lueck et al., 2019) y hepatico (Cui et al., 2010). Se ha
evaluado la integridad de la mucosa intestinal (Warners et al., 2017) y la viabilidad
intestinal en isquemia a partir de mediciones de impedancia eléctrica (Pan et al., 2019). Cui
et al., (2010), reportaron un incremento gradual a bajas frecuencias a 60 min de isquemia
con tendencia a formar una meseta después de 120 min de isquemia. Por su parte, Strand-
Amundsen et al., (2017), reportaron un rapido incremento en R. y en Xy que se mantiene
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durante las primeras 3 h de isquemia antes de disminuir, identificando los mayores cambios
en Xu. Por otra parte, la R. ha sido utilizada por Al-Surkhi & Naser (2018) para
caracterizar tejido hepatico isquémico en conejos. En mucosa gastrica, Beltran et al.,
(2010), reportaron que X, es el parametro que mejor se relaciona con el dafio temprano en
la mucosa géstrica en pacientes en estado critico; ademas de proponer el umbral de X > 26
-jQ para los pacientes con mayores complicaciones y mortalidad y X <13 -jQ, para los
pacientes sin complicaciones.

En los resultados de este trabajo, los pardmetros de impedancia que mejor se relacionan con
el dafio en la mucosa gastrica generado en condiciones de isquemia prolongada son la RL y
la XH como lo reporta Strand-Amundsen et al., (2017). Sin embargo, la X, es un indicador
confiable que permite identificar alteraciones tisulares de manera temprana en condiciones
de hipoperfusion (Beltran et al., 2010). Ademas, los umbrales obtenidos para identificar la
reversibilidad del dafio y la integridad de la mucosa géastrica en el modelo murino son
diferentes a los propuestos por Beltran et al., (2010), en humanos. Las diferencias podrian
deberse a las especies utilizadas en los modelos experimentales. Por otra parte, los valores
de impedancia son especificos para cada érgano, reportandose variaciones considerables
entre muestras de diferentes tejidos y entre el mismo érgano en especies diferentes. Estas
variaciones pueden ser causadas por la citologia (tamafio, forma y disposicion de la
organizacion tisular del érgano), diferentes sustancias fundamentales y matriz extracelular
(cantidades de agua, grasa o tipos de tejido conectivo) que influyen esencialmente en la
impedancia a bajas frecuencias (Bera, 2014).

Los resultados histologicos de este trabajo muestran un incremento en el dafio de la mucosa
de manera tiempo-dependiente. La privacion de oxigeno por 60 min provocd lesiones
celulares asociadas a dafio celular reversible, mientras que a partir del grupo de Isq 90 min
se identifico desprendimiento de las celulas epiteliales, culminando con la formacién de
zonas de ulceracion a los 120 min de isquemia, generando que la mucosa géstrica pierda su
funcién de barrera. Magalhdes et al., 2015), realizaron un analisis de viabilidad en
estdmago de conejo encontrando necrosis y ulceracion hemorragica hasta la capa muscular
después de 3 h de isquemia. Consistente con los datos histopatolégicos obtenidos con H-E,
la tincion con PAS-AA evidencié pérdida de la secrecién de mucinas en los grupos Isq 90 e
Isq 120 min. Esta secrecidon de moco recubre el epitelio de la mucosa gastrica protegiéndola
de la autodigestion por pepsina y acido. Se ha descrito que 75% de los pacientes en estado
critico presentan evidencias de alteraciones en la produccion de moco dentro de las 24 h
posteriores al ingreso a la unidad de cuidados intensivos (Fennerty, 2002). La disminucion
en la sintesis de mucinas hace que la mucosa gastrica sea mas susceptible a la lesién
inducida por diversos factores agresores, incluidas lesiones por I/R (Bulbul et al., 2008).
Grootjans et al., (2013), reportaron que la pérdida de la barrera de moco inducida por
isquemia coldnica por 60 min permite que las bacterias penetren y se adhieran a las células
epiteliales tanto en la porcién superficial como en la base de las criptas; por lo que la
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identificacién temprana de isquemia en el tracto gastrointestinal es critica para minimizar la
morbilidad y mortalidad en pacientes en estado critico.

La iINOS es una enzima relacionada al proceso inflamatorio, la cual se expresa en
condiciones de isquemia, ademas esta vinculada con la pérdida de la integridad epitelial en
modelos de I/R géstrica (Pefia-Mercado et al., 2018). La cinética de expresion de iNOS en
condiciones de isquemia prolongada no ha sido reportada en mucosa gastrica, por lo que se
vuelve importante detectar la modulacién de su expresion en etapas tempranas de isquemia
para intervenir terapéuticamente con la finalidad de minimizar significativamente el dafio
resultado de la reperfusion. En este trabajo, se identifico un incremento gradual en la
expresion de la iNOS en células epiteliales gastricas de manera tiempo-dependiente. En
modelos in vitro, Xu et al., (2000) evidenciaron un incremento en la expresion de iNOS a
partir de las 2 h de privacion de oxigeno con un maximo de expresion a las 6 h, ademas
identificaron apoptosis que incrementd de acuerdo con la duracion de la privacion. Por su
parte, Serman et al., (2019), indujeron la expresion de iINOS en diferentes tiempos de
hipoxia identificandose un incremento después de 4 h y alcanzando una meseta a las 8 h de
hipoxia. Varios estudios han demostrado que la hipoxia induce la expresion de la iNOS, lo
que conduce a la produccién rapida de NO. A su vez, el NO se combina con el anién
superdxido para generar peroxinitrito, el cual causa lipoperoxidacion, activacion de
Caspasa-3 y apoptosis (Guo et al., 2019).

El TNFa es una citocina proinflamatoria que es inducida por hipoxia y esta relacionada con
el incremento en la permeabilidad epitelial (Bercier & Grenier, 2019). En este trabajo, se
identifico la expresion de TNFa en células epiteliales de la mucosa gastrica a los 90 min de
isquemia y desciende ligeramente a los 120 min, debido probablemente al grado de lesion
existente en la mucosa. Yu et al.,, (2012) han identificado en células cardiacas, un
incremento en los niveles de TNFa de manera tiempo-dependiente durante la privacion de
oxigeno. La apoptosis inducida por TNFa altera la funcion de barrera, debido al
desprendimiento de células epiteliales. Se ha demostrado que los epitelios pueden
desencadenar la extrusion después de estimulos apoptoticos intrinsecos o extrinsecos
(Watson & Hughes, 2012).

La COX-2 es una enzima inducible involucrada en la inflamacion y es responsable de la
produccion de prostaglandinas involucradas en la recuperacion de las ulceras gastricas
(Mahmoud & Abd El-Ghffar, 2019). La expresion de COX-2 puede ser inducida en
respuesta a factores proinflamatorios (IL-1a, B, TNFa, INFy), con la consecuente expresion
de COX-2 en las zonas de lesion, incrementando la intensidad de la sefial
inmunohistoquimica con la severidad del dafio tisular (Omayone et al., 2020). Los
resultados obtenidos en el andlisis inmunohistoquimico son consistentes con los reportados,
en donde se ha identificado la expresion de COX-2 en células del epitelio glandular, células
mucindgenas, mononucleares, fibroblastos y en el endotelio en las zonas de lesion
(Mahmoud & Abd EI-Ghffar, 2019).
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La inmunodeteccion de Caspasa-3 activa y el ensayo de apoptosis TUNEL permitié
identificar la activacion de la Caspasa-3 y el mayor incremento en el numero de células
apoptaticas en los grupos isquémicos por 90 y 120 min, indicando la existencia de procesos
bioquimicos irreversibles que comprometen la integridad del epitelio en la regién
superficial de las glandulas de la mucosa gastrica. Datos histoldgicos y el patron de dafio
tisular similares a los que se encontraron en este trabajo han sido reportados en un modelo
de isquemia intestinal, con desprendimiento de celulas del epitelio glandular después de 90
min de isquemia asociada a muerte celular por apoptosis (Ikeda et al., 1998). En
consecuencia, después de 90 min de isquemia, las células epiteliales apoptéticas y
necréticas podrian generar zonas de ulceracion que podrian comprometer la funcion de
barrera de la mucosa gastrica.

Después de identificar que, en condiciones de isquemia por 60 min, la mucosa gastrica
todavia no pierde la integridad, la siguiente etapa correspondié a los experimentos de los
grupos I/R e I/R+MT en los cuales la oclusion de la arteria celiaca fue de 60 min y 24 h de
reperfusion.

Los resultados del analisis histologico cualitativo y cuantitativo en nuestro modelo de I/R
mostraron lesiones en la mucosa gastrica (edema, hemorragia y algunas zonas de erosion en
la porcion foveolar de la mucosa) que podrian comprometer la funcion de barrera de la
mucosa gastrica. En relacién con estos resultados, Cabeza et al., (2001), reportaron lesiones
hemorragicas, edematosas, asi como areas de exfoliacion y alteraciones estructurales en 2/3
partes de las fositas glandulares. Recientemente, Mubarak et al., (2018) reportaron edema y
disrupcion de la arquitectura de la mucosa gastrica con marcada necrosis y apoptosis de las
glandulas fundicas, asi como infiltracion de células inflamatorias en todo el espesor de la
mucosa. Las lesiones descritas por ambos autores aparentemente son mas severas que las
observadas en este trabajo, esto podria deberse a que su analisis se hizo sobre lesiones
agudas inducidas por 60 min de reperfusion, mientras que, en nuestro modelo, el tiempo de
reperfusion es de 24 h y ya existe un proceso de recuperacion de la mucosa gastrica
(Majumdar et al., 1997). Por otra parte, en el grupo de I/R+MT, se observaron rasgos
morfoldgicos de regeneracion de la mucosa gastrica como son reepitelizacion y tejido de
granulacion vascular en la porcion luminal de la mucosa gastrica después del tratamiento
con MT. El tejido de granulacion se desarrolla en zonas de lesion y consiste en células de
tejido conectivo en proliferacion (macrofagos y fibroblastos) y células endoteliales con lo
cual se forman capilares por medio del proceso de neovascularizacion, el cual es estimulado
por péptidos angiogenicos como el factor de crecimiento endotelial vascular (Ahluwalia et
al., 2017). Los hallazgos presentados en este trabajo refuerzan los estudios previos que
reportan que el tratamiento de MT desempefia un papel restaurador después de la lesién
inducida por I/R (Mubarak et al., 2018).

Estos resultados permitieron identificar las alteraciones histopatoldgicas que inducen los
cambios en los parametros de impedancia. El incremento en la R se encuentra relacionado
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con edema celular y alteraciones en el volumen extracelular (Swisher et al., 2015). En
condiciones de reperfusion, se pueden encontrar células epiteliales en proceso de edema, a
nivel de la ldmina propia se genera congestion vascular y zonas de hemorragia (abundante
presencia de eritrocitos), asi como presencia de células inflamatorias (macréfagos,
neutrofilos), caracteristicas tisulares que reducen el espacio extracelular provocando el
incremento de la Ry, mientras que el incremento en Xy esta relacionado con la pérdida de
la integridad membranal y muerte celular (Lueck et al., 2019). Después del tratamiento con
MT, la disminucién en el proceso inflamatorio y la muerte celular, ademas de la presencia
de tejido de granulacion se ven reflejadas en las mediciones de la Ry Xu, las cuales
disminuyen después del proceso de regeneracion.

Las alteraciones morfolégicas inducidas por I/R identificadas con H-E fueron acompafadas
con la pérdida de células productoras de glucosaminoglicanos acidos en el epitelio foveolar
(AA-positivas) y la reduccion de la produccion de glucosaminoglicanos neutros (PAS-
positivas) en el epitelio glandular. Las mucinas gastricas y las capas de moco son
secretadas a partir de células mucindgenas superficiales y glandulares. Después de su
sintesis, la mucina se acumula en forma de granulos y después es secretada por exocitosis
(An et al., 2020). La pérdida de células mucindgenas en el epitelio superficial después de
dafo gastrico inducido por estrés (An et al., 2020) e I/R gastrica ha sido previamente
reportada (Magierowska et al., 2019). Posterior al tratamiento con MT, se observo la
regeneracion de células AA-positivas en la porcion foveolar, asi como un incremento en la
produccion de glucosaminoglicanos neutros, sugiriendo que el tratamiento revirtio el dafio
permitiendo que estos tipos celulares mantuvieran la funcién de barrera.

Los mecanismos de lesién en la mucosa gastrica inducidos por reperfusion se encuentran
asociados a la generacion de ROS y nitrégeno, las cuales conducen a la elevacion de la
infiltracion de neutrofilos produciendo mas radicales libres y mediadores inflamatorios, lo
que puede llevar a la lipoperoxidacion. Ademas, existe un incremento en la expresion de
moléculas proinflamatorias (iNOS, TNFa y COX-2) las cuales son producidas por la
activacion del NF-«kB el cual inicia la expresion de genes involucrados en respuestas
inflamatorias (Mabrok & Mohamed, 2019; Birsen et al., 2020).

Estudios previos han reportado que el pretratamiento con MT produce un efecto inhibidor
sobre la expresion de iNOS, en parte, por inhibicion de las vias de sefializacion de la
MAPK p38 y el NF-kB, las cuales regulan su expresion (Vilar et al., 2014), esta
desrregulacion disminuye la produccion de NO y por consecuencia la creacion de
peroxinitrito lo que limitaria el dafio inducido por reperfusion. Mientras que la reduccion en
la expresion de TNFa inducida por el pretratamiento con MT se debe a la desrregulacion de
las vias de sefializacion PISBK/AKT, ERK, NF-kB (Huang et al., 2019). Los resultados en
este trabajo mostraron, que el dafio por I/R induce la expresion de iNOS y TNFa, mientras
que el tratamiento de MT provoco una aparente regulacion negativa en su expresion. Sin
embargo, después de 24 horas de reperfusion los niveles de expresién tanto de iINOS como
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de TNFa podrian estar disminuyendo, ya que se ha reportado que iNOS se sobreexpresa en
etapas tempranas de reperfusion (1 hora) y después disminuye gradualmente (Wei et al.,
2015). Por otra parte, la inmunodeteccion de COX-2 mostr6é un incremento en la expresion
principalmente en las zonas de erosion después de la reperfusion, mientras que disminuyd
con el tratamiento debido a que hubo un proceso de recuperacion. En mucosa gastrica, el
incremento en la expresion de COX-2 y PGEZ2, se ha detectado principalmente en células
mucinogenas superficiales y foveolares adyacentes a la zona ulcerada (Villegas et al.,
2004). Se ha reportado que el pretratamiento con MT reduce la fosforilacion de IkB-a, lo
que genera la reduccion en la activacion de NF-kB, disminuyendo la expresion de COX-2
en modelos de respuesta inflamatoria in vitro e in vivo (Mannino et al., 2019; Ramamoorthy
etal., 2017).

La mucosa gastrica posee la capacidad inherente de repararse rapidamente (24 horas
aproximadamente) después de una lesion leve o moderada por 2 mecanismos de reparacion
diferentes que participan en la restauracion completa de la mucosa gastrica dafiada; el
proceso de restitucion, el cual comienza con la migracion de células epiteliales viables de
las fositas y glandulas gastricas, y el proceso de proliferacion, que es mas lento y reemplaza
las células perdidas en el tejido dafiado (Majumdar et al., 1997). El antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA), es una proteina asociada a la DNA polimerasa d, es utilizada
como un marcador de proliferacion celular (Ji et al., 2019). En modelos in vitro, la
aplicacion de MT ha demostrado tener un efecto protector por inhibicion de la generacion
de ROS vy lipoperoxidacién, aumento de la tasa de proliferacién y migracién celular, asi
como reduccion de la apoptosis en células HUVEC (Aykutoglu et al., 2020). En nuestros
resultados, el nimero de ndcleos PCNA-positivos incrementd en el grupo tratado con MT
con respecto al grupo I/R. Previamente, se ha reportado que la MT incrementa la
proliferacion y migracion lo que sugiere que puede acelerar el proceso de renovacion en la
mucosa intestinal (Li et al., 2017). Esto podria indicar que, debido al tiempo de reperfusion,
en ambos grupos experimentales existe un proceso de regeneracion de la mucosa, sin
embargo, el tratamiento con MT podria acelerarlo, lo que se confirmd con el analisis
histoldgico. Se ha reportado que la actividad proliferativa es dependiente del tiempo de la
reperfusion, indicando que la severidad del dafio en la mucosa tiene una correlacion
negativa con la actividad proliferativa (Ji et al., 2019).

El ensayo de apoptosis TUNEL mostrd un incremento estadisticamente significativo del
numero de células en proceso apoptotico, el cual se revierte tras el tratamiento con MT. El
pretratamiento con MT ha demostrado tener un efecto gastroprotector del dafio por I/R por
medio de la reduccion de apoptosis (Mubarak et al., 2018). El efecto antiapoptético
inducido por la administracion de MT se debe a que inhibe pasos importantes de la
activacion de la via mitocondrial, previene la traslocacion mitocondrial de Bax, reduce la
activacion de Caspasa 3 y 9 por bloqueo de la liberacion del citocromo C, por lo que se
reduce la muerte celular por via apoptética (Maity et al., 2009).
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La deteccion temprana de eventos isquémicos gastrointestinales es particularmente
relevante en pacientes en estado critico donde los sintomas clasicos del dolor abdominal se
ocultan debido a la sedacion y la ventilacion mecénica. Un diagnéstico mas temprano
puede dar como resultado una intervencion terapeutica temprana que posiblemente
prevenga la necesidad de cirugia o si la cirugia estuviera indicada, ocurriria antes,
reduciendo la mortalidad. Incluso un retraso de 24 h en el diagnostico ha mostrado que
disminuye la tasa de sobrevivencia en un 20% (Salim et al., 2017). Ademas de la
identificacion temprana de eventos isquémicos gastrointestinales en pacientes en estado
critico, es importante la intervencidén terapéutica temprana con la finalidad de
minimizar/regenerar la lesion inducida después de la reperfusion, reduciendo las diferentes
complicaciones que pueden llevar a la muerte del paciente.
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11 Conclusiones

e El indice de lesion tisular (ILT) propuesto permite cuantificar y categorizar el grado
de lesién en la mucosa gastrica inducido por I/R de manera objetiva.

e Larelacién existente entre la puntuacion del ILT y las mediciones de los parametros
de impedancia a bajas y altas frecuencias, permiti¢ identificar que la RL y la Xu son
los pardmetros que mejor se relacionan con el dafio en la mucosa gastrica en
condiciones de isquemia prolongada. Ademas, se propusieron los valores para
predecir lesiones reversibles e irreversibles a partir de las mediciones de estos
parametros.

e Los marcadores de proceso inflamatorio y apoptosis presentaron el mayor aumento
en el nivel de expresion después de 90 min de isquemia.

e En conjunto, los cambios en la impedancia gastrica, las alteraciones
morfopatoldgicas y la expresion de marcadores de proceso inflamatorio y muerte
celular permitieron evidenciar que la mucosa gastrica pierde su funcion de barrera a
partir de 90 min de isquemia.

e EI tratamiento con MT aceler0 el proceso de regeneracion sobre lesiones inducidas
en la mucosa gastrica por I/R, redujo la expresion de los marcadores de proceso
inflamatorio y muerte celular apoptética, ademas de incrementar la proliferacion
celular.

e El proceso regenerativo inducido por MT gener6 una disminucion en las mediciones
de los parametros de impedancia gastrica relacionados con el proceso inflamatorio
(Ru) y el dafio celular (XH); lo cual corrobora que el uso de la espectroscopia de
impedancia eléctrica permite evaluar el grado de lesion y el proceso de recuperacion
en la mucosa gastrica en nuestro modelo de I/R.
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12 Perspectivas

En este trabajo, se ha reforzado que el uso de la EIE permite evidenciar el grado de dafio y
el proceso de regeneracion en la mucosa gastrica sometida a condiciones de isquemia e I/R
y, por otra parte, se ha demostrado que el tratamiento con MT de lesiones gastricas agudas
inducidas por I/R acelera el proceso de regeneracion de la mucosa.

En pacientes en estado critico, especificamente con choque séptico temprano, se ha
evaluado el efecto de la administracion de MT (50 mg durante 5 dias) por via oral, se ha
reportado que reduce el estrés oxidativo y la inflamacion (Aisa-Alvarez et al., 2020);
ademaés de disminuir la disfuncion organica; sin embargo, las diferencias con los pacientes
no tratados no son significativas (Taher et al., 2021). Estos resultados podrian deberse a que
la MT es administrada ya que el paciente se encuentra en estado de choque; ademas de que
la biodisponibilidad de la MT administrada oralmente es baja (3 al 33%) debido al
metabolismo de primer paso en el higado (DeMuro et al., 2000).

Por lo que el siguiente paso en nuestro trabajo seria, evaluar el efecto de la administracion
de MT (600 mg por via intravenosa) en pacientes en estado de choque, los cuales seran
monitoreados por medio de una sonda nasogastrica espectrométrica. EI momento en el que
se administre el tratamiento con MT seria detectado por medio de EIE cuando se
identifique un incremento en la reactancia entre 7.7 -jQ y 13.5 -jQ, cuando las lesiones
gastricas son reversibles, es la ventana en la cual la administracion de MT podria ayudar a
mantener la integridad de la mucosa gastrointestinal. Para identificar si el tratamiento
mejoro las alteraciones gastrointestinales asociadas al estado de choque, se podrian medir
los niveles de Citrulina y D-Lactato en suero los cuales estan asociados con la severidad de
la disfuncidn gastrointestinal (Teng et al., 2021).

Por lo tanto, esperariamos que la deteccion temprana de alteraciones en la mucosa gastrica
que sugieren lesiones isquémicas y la rapida intervencion terapéutica con altas dosis de MT
intravenosa podrian disminuir las complicaciones asociadas presentadas durante el estado
de choque y, por ende, la tasa de mortalidad en pacientes en estado critico.
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