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Resumen

La sepsis se define como una disfuncion organica potencialmente mortal causada por una
respuesta desregulada del huésped a la infeccidon. Es causa principal de morbimortalidad y
si bien avanzé la comprension de esta problematica, no se ha traducido en progresos
terapéuticos. Por lo tanto, alternativas que mitiguen la injuria organica resultan ventajosas
para reducir la falla multiorganica. La dexmedetomidina (DEX) es un farmaco indicado para
sedacion ligera de pacientes y se ha visto que podria resultar benéfico en cuadros sépticos.
Aun resta dilucidar los potenciales efectos beneficiosos de la DEX en sepsis, asi como los
mecanismos de accion involucrados. El objetivo de esta investigacion fue evaluar los efectos
de la administracién de DEX en un modelo pre-clinico de sepsis inducida por endotoxemia.
Ratones machos Balb-C fueron divididos en cuatro grupos experimentales (n=3/grupo):
Grupo |, grupo control inyectados con sol.Salina estéril ip.;Grupo I, inyectados con
lipopolisacarido (LPS O157:B7; 8 mg/kg, ip.); Grupo lll, Control + DEX , inyectados con DEX
50 pg/kg en 1 dosis i.p.; Grupo IV, LPS + DEX, inyectados con DEX 50 ug/kg en 1 dosis i.p.
media hora antes del LPS. A las 24 horas post LPS se determinaron parametros
bioquimicos y del medio interno, asi como alteraciones histopatolégicas renales, pulmonares
y hepaticas (H/E, Tricrémica y PAS). El grupo IV mostré una mejora significativa tanto en la
funcién renal (p<0,01) como en biomarcadores sistémicos de sepsis. La administracion de
DEX mejord tanto la extension como la severidad de los cambios histopatologicos en
relacion al grupo LPS. Estos resultados preliminares indican que DEX posee efectos

protectivos frente la sepsis y la situan como un potencial agente terapéutico.
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Palabras clave:

Introduccion

La

disfuncion organica potencialmente mortal

sepsis debe definirse como una
causada por una respuesta desregulada del

huésped a la infeccion. Es una causa

principal de enfermedad grave y de
mortalidad en el mundo. Es un sindrome
caracterizado por fiebre, hipotensién,
hiperlactacidemia, coagulopatia, inflamacién
excesiva, hasta falla multiorganica (Kent Doi,
Asada Leelahavanichkul, Peter S.T. Yuen y
Robert A. Star, 2009). Dada la complejidad
de la patogénesis del cuadro séptico, que
involucra cambios  hemodinamicos vy
subsecuente stress hipoxico, activacién de
alteraciones

la inflamacion local,

microvasculares e injuria celular por
apoptosis; se han realizado avances en la
comprension de esta problematica, pero
estos no se han traducido de forma similar
en progresos terapéuticos (Singer, et al.,
2016).

terapéuticas que mitiguen la respuesta pro-

Por consiguiente, alternativas

inflamatoria y muerte celular resultan

ventajosas para reducir la falla

multiorganica. La dexmedetomidina (DEX)
es un sedante indicado para mantener a los

pacientes en sedacion ligera, y puede

disminuir el riesgo de delirio y acortar la

duracién de la ventilacibn mecanica

comparada con las benzodiacepinas

(Reade, et al., 2016). Se ha senalado que la
DEX

beneficiosa en pacientes con sepsis, al

podria resultar  especialmente
poseer efectos antiinflamatorios y disminuir
la disfuncién diafragmatica asociada a la
sepsis, y estudios preliminares sugieren que
los pacientes sépticos se beneficiarian mas
de este tratamiento que los pacientes sin
sepsis (McGrane, et al., 2010). Sin embargo,
aun resta dilucidar los potenciales efectos
beneficiosos del uso de DEX en la sepsis,
como también los mecanismos moleculares
subyacentes involucrados en estas acciones
no clasicas. Por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar los efectos de la
administracién de Dexmedetomidina (DEX)
en un modelo pre-clinico de sepsis inducida
por endotoxemia. El estudio realizado estuvo
focalizado en la descripcion integral de
fendmenos concurrentes en la progresion
del cuadro séptico en un modelo pre-clinico
de sepsis inducida por LPS (8 mg/kg) con el
potencial efecto beneficioso de Ia
administracion de DEX (50ug/kg) en un

protocolo de 24 hs de evolucion.
Objetivos

Evaluar los efectos de la administracion de
Dexmedetomidina (DEX) en un modelo pre-

clinico de sepsis inducida por endotoxemia
Materiales y Métodos

Animales y disefio experimental: Se

5 W7
o Z, S
TS Coy P 18
= e
Dexmedetomidina, LPS, Sepsis



JORNADAS DE JOVENS
PESQUISADORES

23 A 25 DE OUTUBRO DE 2019

usaron ratones machos adultos isogénicos
de la cepa Balb-C (26-28g) del Bioterio de la
Facultad de UNNE,

mantenidos con dieta estandar y agua ad

Medicina de la

libitum. Los procedimientos fueron
aprobados ante el CICUAL de la Facultad de

Medicina-UNNE.

Los ratones fueron divididos al azar en
cuatro grupos experimentales. 1) Grupo
control: Los animales (n=3) recibieron una
unica inyeccién de solucion fisiolégica (NaCl
0,9 %) ip. Il) Grupo DEX: Los animales (n=3)
fueron inyectados con DEX (50 yg/kg) en
una dosis por via intra peritoneal (ip). Ill)
Grupo LPS: Los animales (n=3) fueron
inyectados con LPS (8 mg / kg) via ip. IV)
Grupo LPS + DEX: Los animales (n=3)
recibieron 50 yg/kg de DEX (ip.) en una

dosis, media hora antes LPS (8 mg/kg).

A las 24 hs post LPS, se observaron
manifestaciones clinicas y los animales
fueron anestesiados y eutanizados por
de

descripto

dislocacion  cervical acuerdo al
detalle
Se

obtuvieron muestras de sangre periférica por

procedimiento en

anteriormente (Aguirre, et al., 2004).

puncion cardiaca y érganos (rifion, pulmoén e
higado) en condiciones estériles para los

analisis posteriores.

de

funcionalidad

Determinacion parametros
de

(creatinina sérica y uremia) con métodos

bioquimicos renal

colorimétricos Standart (Wiener Lab).

Hematolégicos del Medio Interno. Las
determinaciones de pH, concentraciones de
Lactato, Glucemia y valores de oximetria se
realizaron usando el analizador de gases en
sangre Radiometer ABL 800 (Radiometer
Ibérica SL).

Examen histolégico de muestras renales,

pulmonares y hepaticas. Los tejidos

estudiados fueron fijados con formol
bufferado (pH 7,4) y se sometieron a las
técnicas histologicas de rutina. Los cortes
fueron tefiidos con Hematoxilina/Eosina
(H/E), PAS y Tricromica de Masson para
posterior evaluacion por microscopia optica
(Olympus BX40, Tokio, Japan) y fueron
analizados por dos patdlogos sesgados

evaluando diez campos (x400) al azar.

Imagenes y andlisis estadistico: Los

resultados analizaron utilizando el
Software INSTAT 3.0 y PRISM versién 4.0
(GraphPad Software, U.S.A.) y se expresan
SD,

significativo un p< 0.05. Las

se

como la media = considerando
imagenes
digitalizadas fueron procesadas con Adobe

Phothoshop 8.0.
Resultados y Discusion

Efecto de la DEX sobre el estado general
y parametros hematoldgicos del medio

interno: Los animales sometidos a

endotoxemia exhibieron clasicos signos de
sepsis  que

incluyeron, piloereccidn,

taquipnea, diarrea, exudado periorbital y
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letargia desde las primeras horas post
inyeccion de LPS. La Fig.1 a y b ilustran las
del pH

hematocrito en los grupos experimentales.

variaciones sanguineo y el
Tras la administracion de LPS, los niveles de

hematocrito descendieron drasticamente
desde las 24 hs (p<0,001). Esto revela la
aparicion de anemia relacionada con la
inflamacién desde las primeras 24 hs de

iniciado el cuadro séptico. Los animales

endotoxémicos tratados con DEX
recuperaron valores de  hematocrito
similares al control. La disminucion
significativa del pH sanguineo post
endotoxemia  evidenci6 una  acidosis
caracteristica del cuadro (p<0,05) y se

observé como DEX restituye estos valores

similares al control.

La Fig. 1 c y d ilustran las variaciones del
lactato y glucosa plasmatica en este

esquema  experimental. Los analisis
revelaron una importante disminucion de la
LPS (p<0,001),

probablemente debido a que en estadios

glucemia post esto
tempranos de la sepsis, tanto la hipoxia

como la isquemia consecuente pueden
activar la via glucolitica, lo cual resulta en
marcado consumo de glucosa y derivar en
baja glucosa en plasma (Li, et al., 2018). Se
observé como la administracion de DEX
mejord significativamente el cuadro de
hipoglucemia (p<0,05). En la sepsis, los
niveles de lactato plasmatico son indicativos

de hipoxia e hipoperfusion (Zhai, et al.,
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2018). Mas aun, su aumento en pacientes

es indicativo de peor prondstico vy
mortalidad. Sin embargo, en este esquema
experimental, los niveles de lactato

disminuyeron en las primeras 24 hs, en
concondancia con estudios previos en

modelos experimentales murinos (Li, et al.,
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2018).

administracion de DEX no genera cambios

significativos frente al control.

Lactato (mmol/l)
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Figura 1. Efecto de la administraciéon de DEX sobre
los parametros hematol6gicos del medio interno en la
nonnin dndinids ~ae DS /8mo/kg). Los resultados son

lia

Glucemia (mg/dl)
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1d

Control

DEX LPS LPS+DEX
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DEX mejora la funcionalidad renal tras

endotoxemia:

La Fig 2 muestra como la injuria renal aguda

inducida

por endotoxemia causé una

disminucion significativa en la funcién renal
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manifestada por notable incremento de la
creatininemia y uremia en comparacion con
controles (p <0,001). La
33 DEX regt’;#lar'

animales
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Figura 2. Efecto de la administracion de DEX sobre la
funcionalidad renal en la sepsis inducida por LPS (8mg/kg).
Los resultados son expresados como la media +SD de tres
experiencias diferentes. ANOVA y test de Bonferroni.
**p<0,01,****p<0.0001 diferencias grupo LPS vs control.
#p<0.05; ###H# p<0.0001, diferencias grupo LPS vs LPS +

DEX.
DEX atenua las alteraciones
histopatolégicas renales, hepaticas vy
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pulmonares tras endotoxemia

Figura 3. Efecto de la administracion de DEX sobre
la histologia renal, pulmonar y hepatica en la sepsis
inducida por LPS (8mg/kg). En las imagenes vision
panoramica del preparado (100x) y a mayor
aumento (400x). En los tejidos controles se observé
a) Higado: estructuras lobulillares conservadas; b)
Rifi6n: estructura glomerular y tubular normal, en
400x glomérulo rodeado por capsula de Bowman y
epitelio cubico con luz de aspecto regular en tubulos
contorneados proximales (TCP); c¢) Pulmoén:
estructura y espacios alveolares conservados.

En LPS 24 h se evidencié a) en tejido hepatico un
incremento de vacuolizacién celular con infiltrado
inflamatorio (flecha); b) en riibn un aumento del
espacio del Bowman (flecha) extensa vacuolizacion,
como asi también la presencia de nucleos
compatibles con muerte celular; y c) en pulmén se
observé un marcado infiltrado inflamatorio intersticial
con adelgazamiento de la pared alveolar. En LPS +
DEX 24 hs se aprecia la atenuacién significativa de
las alteraciones histopatolégicas descriptas tras la
administracion de DEX en todos los tejidos
previamente mencionados. Lineas indican 50um y
20um respectivamente.

Conclusiones

El grupo LPS+ DEX mostr6 una mejora
significativa tanto en la funcién renal como

de biomarcadores sistémicos de sepsis

La administracion de DEX mejoro tanto la

extension como la severidad de los

cambios histopatologicos renales,
pulmonares y hepaticos en relacion al

grupo LPS.

En resumen, estos resultados preliminares
mostraron que el cuadro séptico 24 hs
post LPS se caracterizd por alteraciones
hepaticas y pulmonares, disfuncién renal,
alteraciones hematolégicas del medio

interno  que  sugieren hipoxia e
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hipoperfusion, e hipoglucemia.

Adicionalmente, los resultados obtenidos
post administracion de DEX indican esta
droga posee efectos protectivos frente la
sepsis situandola como un potencial agente
terapéutico. Este estudio preliminar provee
nuevas perspectivas para nuestras futuras
investigaciones tendientes a profundizar los
mecanismos protectivos de la DEX frente a

un cuadro séptico temprano.
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