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RESUMEN

La colecistitis es un proceso inflamatorio de la vesicula biliar, ocasionada principalmente
por la formacion de litos biliares y su consecuente obstruccion (colecistitis litidsica). La
presencia de colecistitis litidsica es comun y causa frecuente de consulta, se estima que la
prevalencia a nivel mundial en adulto es de 5.9%-21.9%. En México durante el 2007 ocupo
el primer lugar como causa de consulta en cirugia general, siendo la colecistectomia la
intervencion quirurgica mas frecuentemente realizada.

La colecistitis cronica litidsica es la primera causa de consulta en el servicio de cirugia
general en nuestro pais y tiene gran impacto en diferentes areas, por lo que, es de gran
interés entender su fisiopatologia e identificar los factores de riesgo que favorezcan el
proceso inflamatorio vesicular, para poder implementar medidas preventivas o tratamientos
que reduzcan la incidencia, prevalencia y morbi-mortalidad de dicha enfermedad. Por otro
lado, es de suma importancia para el sustento economico y desarrollo de sistema de salud
de nuestro pais, pues se calcula que el costo por cada paciente que es sometido a
colecistectomia oscila entre 30 000 y 40 000 pesos, representando una gran derrama
econdmica.

El objetivo de este trabajo es determinar el papel de las uniones estrechas y del liquido
biliar en la colecistitis litiasica, en el que proponemos que la pérdida de la integridad de las
uniones estrechas favorece la formacion de bilis litogénica y permite el ingreso de
mediadores inflamatorios en la colecistitis litidsica.

Para este fin se realizd un estudio de 25 pacientes del servicio de cirugia general del HGM,
de la SSA con diagnéstico de colecistitis litidsica y que vayan a ser sometidos a
colecistectomia, sin importar género, entre 20 y 70 afios, en un periodo entre el 1° de marzo
del 2016 al 30 de diciembre del 2018. Se les realizara un cuestionario dirigido a aquellos
antecedentes de importancia para el desarrollo de la patologia. En el evento quirargico se
extraera una muestra de 10 ml de liquido biliar al que se le realizara cromatografia para
determinar colesterol, fosfolipidos y 4cidos biliares. Ademas se tomaran muestras de tejido
vesicular de 1 cm3 y se realizard: estudio histopatoldégico, inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia, para analizar morfologia, presencia de citocinas e integridad de las
uniones estrechas respectivamente.

Conclusiones

Se determind que las uniones estrechas juegan un papel importante en el transporte
paracelular determinando la composicion del liquido biliar. Comprobamos que la pérdida
de la integridad en las uniones estrechas favorece la formacion de bilis litogenica en
humanos, permitiendo el ingreso de mediadores inflamatorios que desencadenan la
enfermedad.




. INTRODUCCION

La colecistitis es un proceso inflamatorio de la vesicula biliar, ocasionada principalmente
por la formacion de litos biliares y su consecuente obstruccion, asi como por la presencia de
lodo biliar. En raras ocasiones la colecistitis no depende de ninguna de estas condiciones y

cualquiera de éstas puede presentar infeccion bacteriana (Montoro y Garcia, 2010).

La formacion de litos en la vesicula se debe a la alteracion en la composicion del liquido
biliar y de la motilidad que ocasionan dificultad para su transportacion, favoreciendo asi la
precipitacion de sales biliares y la formacion de litos. Este proceso es responsable de la

mayor parte de la patologia asociada a la vesicula y via biliar (Tejedor y Albillos, 2012).

Alrededor de dos tercios de los pacientes con afeccion litidsica biliar, presentan colecistitis
cronica que se caracteriza por ataques recurrentes de dolor. El dolor aparece cuando el
calculo obstruye el conducto cistico resultando en un incremento progresivo de la tension

en la pared de la vesicula biliar.

1. EPIDEMIOLOGIA

La presencia de calculos en la vesicula biliar es comln y es causa frecuente de consulta,

con una prevalencia en el occidente que oscila entre 5-15 %, siendo mds frecuente en

mujeres que en hombres (Tejedor y Albillos, 2012).

Se estima una prevalencia a nivel mundial en adultos de 5.9%-21.9%, con grandes

variaciones geograficas y regionales (Gémez, 2009).

En México el altimo estudio epidemioldgico registrado, reporto que en 2007 se otorgaron
218,490 consultas por colecistitis, ocupando el primer lugar como causa de consulta en
cirugia general, siendo la colecistectomia la intervencidon quirurgica que se realiza con mas
frecuencia en este mismo servicio. En ese mismo afio el IMSS reportd 69,675
colecistectomias de las cuales 47,147 se realizaron con técnica abierta y 22,528 por
laparoscopia. La relacion mujer/hombre fue de 4:1 (Guia de Practica Clinica, IMSS 2009).

Se calcula que solo el 10% de los pacientes con dicha enfermedad son sintomaticos. De
2




aquellos pacientes asintomaticos al cabo de 5 afios el 5 % requerira cirugia, mientras que
aquellos que presentan sintomas requeriran cirugia en un 50 %, de los casos. La mortalidad
perioperatoria es del 0.3% y la tasa de complicaciones postquirargicas del 5%, ante la
presencia de complicaciones la tasa de mortalidad aumenta de 4.8% hasta 18.7% (Dooley,

2011).

2. FACTORES PREDISPONENTES

Existen diferentes factores que predisponen a la presencia de colelitiasis, entre ellos se

encuentran (Ponce, 2011):

Edad: mas frecuente a partir de los 40 afios

Género: femenino

Embarazo: sobre todo para el desarrollo de célculos de colesterol.

Anticonceptivos orales y terapia hormonal sustitutiva con estrogenos, en este caso
con mayor riesgo en mujeres menores de 40 afios.

Otros farmacos como los fibratos y la ceftriaxona.

Antecedentes familiares de litiasis biliar.

Obesidad.

Pérdida rapida de peso.

Nutricidn parenteral.

Diabetes mellitus.

Cirrosis hepatica.

Enfermedades del ileon.

Enfermedades hepaticas y metabolicas.




3. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA VESICULA BILIAR

La vesicula biliar es una bolsa en forma de tridngulo isésceles de 7-10 cm de longitud x 3-
5 c¢m de ancho, adherida por el peritoneo al parénquima hepatico y se divide en cuatro
porciones anatomicas; fondo, cuerpo, infundibulo y cuello (figura 1). Histologicamente, se
caracteriza por carecer de submucosa, presenta de afuera hacia adentro las capas serosa,
muscular (musculo liso) y una mucosa formada por epitelio simple cilindrico (presenta

pseudomicrovellosidades) que se dispone en pliegues (figura 2).
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Anatomia de vesicula y vias biliares (Trelease, 2010).

Figura 2. Fotomicrografia del corte histologico de la vesicula biliar, tefiido con

hematoxilina y eosina (Zhang, 2013).

Es irrigada por la arteria cistica que es una rama de la arteria hepatica, el drenaje venoso se

lleva a través de la vena cistica hasta la vena porta derecha (Torres, 2004).

La funcidén basica de la vesicula biliar es almacenar y concentrar la bilis en su interior, por
lo que es necesario una actividad motora vesicular adecuada y coordinada para lograr el
paso de la bilis hacia el duodeno asi como la relajacion del esfinter de Oddi. Su inervacion

tiene origen en el plexo celiaco que estd localizada a lo largo de la arteria hepatica: 1) los

nervios motores estan conformados por fibras vagales y fibras posganglionares del ganglio

celiaco, ii) los estimulos sensoriales provienen de fibras de los nervios simpéticos que

llegan al plexo celiaco (Torres, 2004).

3.1 Formacién y composicion normal de la bilis

La bilis es la secrecion exocrina del higado con un volumen de aproximadamente 500 -
1000 mL dia que se almacena en la vesicula biliar con una capacidad de 50 mL en ¢l
adulto. La estimulacion vagal aumenta la secrecion de bilis y la estimulacion de nervios

esplacnicos disminuyen el flujo biliar. El 4cido clorhidrico, las proteinas digeridas de forma
5




parcial y los éacidos grasos en el duodeno, estimulan la liberacion de colecistocinina y
secretina, que a su vez incrementa la produccion y el flujo de bilis. Esta fluye desde el
higado a través de los conductos hepaticos hacia el conducto hepatico comun, a través del
conducto cistico llega a la vesicula, después sale al colédoco y por ultimo al duodeno

(Brunicardi, 2010).

La bilis se compone sobre todo de agua, electrolitos (sodio, potasio, calcio, cloro), sales
biliares, proteinas, lipidos y pigmentos biliares. El pH de la bilis suele ser neutro o
ligeramente alcalino, pero varia con la dieta. En la figura 3 se representan los tres
principales componentes de la bilis (1 % moles de colesterol, 2 % moles de sales biliares, 3

% moles de lecitina) y su capacidad de solubilizar o precipitar cristales de colesterol

(Brunicardi, 2010).

D Zona

metaesiable
supersaturada

Liguido
micelar

40 20

\€¥— 9% moles de sales biliares

Figura 3. Los tres componentes principales de la bilis graficados en coordenadas

triangulares. Un punto determinado representa las relaciones molares relativas de sales
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biliares, lecitina y colesterol. El area marcada como “liquido micelar” muestra la gama de

concentraciones consistentes con una soluciéon micelar clara (Fase unica), en la que se
solubiliza por completo el colesterol. El area sombreada arriba de esta region corresponde a
una zona metaestable, supersaturada con colesterol. La bilis con una composicion situada
arriba del area sombreada excedio la capacidad de solubilizar el colesterol y tiene lugar la

precipitacion de cristales de colesterol (Brunicardi, 2010).

La formacion de bilis es una funcion tnica del higado que es vital para la supervivencia del
organismo, en los seres humanos, la sintesis de 4cidos biliares exhibe un ritmo diurno con
dos picos alrededor de las 15:00 y las 21:00 h, se origina en los hepatocitos y se modifica
distalmente por los sistemas de absorcion y de transporte secretor en el epitelio del
conducto biliar. Su circulacion es entero hepatica con un transporte secuencial de sustratos
endogenos y exogenos a través de tres compartimentos el espacio vascular, celular y el

biliar (Boyer, 2013).

3.2 Determinantes de la secrecion biliar

El hepatocito es una célula altamente polarizada, su membrana celular consta de;
membrana basal (se encuentra frente a los sinusoides sanguineos y contiene muchas
microvellosidades), y membrana lateral lisa (recubre el espacio intercelular). Los
canaliculos biliares son pequefios y se forman entre dos hepatocitos adyacentes cuyas
membranas apicales estan selladas por uniones estrechas (zona occludens). Esta es la inica
barrera fisica entre la sangre y la luz canalicular por lo que determina la "permeabilidad
paracelular" entre la sangre y la bilis. La estructura de la unién estrecha se compone
principalmente, de proteinas globulares conocidas como ocludinas y claudinas. Las uniones
estrechas mantienen juntos los hepatocitos y proporcionan una barrera de los 4cidos biliares
que impide la difusién de otros solutos grandes de la bilis, permitiendo el paso de iones
pequefios. Las claudinas y ocludinas estan conectadas a las proteinas del citoesqueleto ZO-
1 y ZO-2, en el lado citoplasmico de la membrana como parte del complejo de union. Esta

barrera intercelular estd cargada negativamente y facilita el paso de pequefios iones,




particularmente de sodio, pero es impermeable a moléculas del tamafio de las proteinas

(Garcia, 2009).

La superficie de la membrana apical canalicular tiene microvellosidades en las que una
serie de proteinas de transporte exportan diversos constituyentes del hepatocito a la bilis.

Muchas de estas bombas de exportacion son ATP dependiente.

Los hepatocitos se encuentran dentro de una unidad funcional del 16bulo hepatico en los
que la bilis se forma en contracorriente a la direccion del flujo sanguineo. Los hepatocitos
que estan presentes en las zonas peri portal del l6bulo estan expuestos a las mayores
concentraciones de sales biliares y también, son las células primarias que intervienen en la
formacion de bilis dependiente de sales biliares. En contraste, las células mas distales en el
l6bulo secretan bilis de forma independiente. Esto se traduce en diametros mas pequefios de
la luz canalicular en las zonas centrales del 16bulo, que aumentan de tamafio a medida que

se acercan a los espacios porta (Garcia, 2009).

La secrecion de la bilis de los hepatocitos tiene una filtracion trans-hepatocelular pasiva de

agua y electrolitos (Na“, K" y CI") en la cavidad canalicular biliar, que es causada por el

gradiente osmotico entre la bilis y la sangre, que resulta del transporte activo de aniones
organicos ¢ inorganicos de la sangre y los hepatocitos a los canaliculos biliares. Los
sistemas de transporte idnicos que gobiernan los gradientes idnicos y eléctricos en la
superficie de la membrana (Na'/ K*, Na*/ H", Na*/ HCOs", CI7 HCOs y Na*/Ca®") son la

base para el mecanismo de secrecion de la bilis (Floch, et al., 2006).

Los mecanismos moleculares de la funcion de la membrana canalicular del hepatocito
garantizan la transferencia transmembrana de los 4cidos biliares, proteinas, cationes y

aniones en la cavidad canalicular biliar.

Una vez secretada la bilis al arbol biliar, se expone a colangiocitos (células epiteliales,
heterogéneas en estructura y funcion) que forman el revestimiento del epitelio del
conducto biliar. El arbol biliar contiene 12 ramas desde el conducto biliar comun para

formar los conductos hepaticos derecho e izquierdo, que se ramifican para formar las
8




segmentarias, la zona de los conductos y, finalmente, los pequefios conductos septales (>
100 mmol / L de diametro), el conducto interlobular mas pequefio (15-100 mmol / L), los
conductillos (<15 mmol / L), y los canales de Hering que drenan la bilis de los canaliculos
biliares. Las proteinas de transporte en la membrana apical del colangiocito secretan un
liquido enriquecido con bicarbonato y reabsorben fluido y otros solutos de la secrecion de
los hepatocitos primarios. El producto final fluye a la vesicula biliar y el intestino (Garcia,

2009).

Como se ha mencionado antes la bilis es secretada principalmente, por los hepatocitos (bilis
canalicular) y posteriormente, entregado a los conductos intrahepaticos biliares (la bilis

ductal) (Floch et al., 2006).

Fases de la formacion de la bilis canalicular.

Fase 0; mecanismos de captacion hepatica situados en la membrana
basolateral del hepatocito que determinan cdmo los solutos organicos entran
en el higado.

Fase I; principalmente por el citocromo P450 enzima intracelular que
metabolizan los sustratos solubles de lipidos y facilitan las reacciones de
fase 11

Fase II; consisten en enzimas que conjugan muchos compuestos organicos
con sulfato, glucurénidos, grupos de glutation o acetilo para aumentar su
solubilidad en agua y permiten que estas sustancias sean sustratos para los
transportadores de fase III.

Fase III; bombas de exportacion canalicular (dominio basolateral del

hepatocito) que funcionan para excluir estos solutos fuera de los hepatocitos

en la bilis o en la circulacidn sistémica.




Colangiocitos

Forman el epitelio del arbol biliar intrahepatico, su funcidon primaria es fluidificar y

alcalinizar la bilis canalicular, un proceso que implica una serie de funciones secretoras y

de absorcion de estas células.

El arbol biliar que inicia en los canales de Hering y continian de forma interlobular hacia
los conductos de area, conductos segmentarios, hepaticos y principales (Ludwig) que

entregan bilis a la vesicula biliar e intestino.

Los Colangiocitos tienen cilios (expresan proteinas especificas; policistina-1, policistina-2,
fibrocistina, TRPV4, P2Y12, y CA6) que activan vias de sefializacion intracelulares, que
modulan las tasas de flujo de bilis y la osmolaridad, asi como otros constituyentes

moleculares.

La secrecion de aniones, fluidos y bicarbonato de células de los conductos biliares se
produce como una respuesta fisiologica a las comidas. Especificamente el pH acido, los
acidos grasos y sales biliares, estimulan el duodeno para liberar la secretina y
colecistocinina en la circulacion portal. La secretina estimula la secrecion de fluidos y
bicarbonato, mientras que la colecistocinina estimula la contraccion de la vesicula biliar
(Tabla.1). En contraste, la somatostatina, gastrina, y la insulina tienen efectos inhibidores

sobre la secrecion de los colangiocitos.

Tabla.1 Caracteristica de las hormonas principales en la vesicula biliar (Garcia, 2009).

COLECISTOCININA SECRETINA

El nombre de esta hormona describe su efecto sobre el | Esta hormona se secreta en respuesta al acido
sistema biliar colecisto = vesicula biliar y cinina = | en el duodeno. Su efecto sobre el sistema
movimiento. El estimulo mas potente para la liberacion de | biliar es similar a la observada en el pancreas:
colecistocinina es la presencia de grasa en el duodeno. Una | estimula las células de los conductos biliares
vez liberado, estimula las contracciones de la vesicula biliar | para secretar HCO 3~y agua, aumentando el
y el conducto biliar comun, lo que resulta en la entrega de la | volumen de la bilis y aumenta su flujo hacia

bilis en el intestino. el intestino.




Una vez que la bilis fue secretada por los hepatocitos y transportada hasta los colangiocitos
¢ésta es almacenada en la vesicula biliar absorbiéndose de forma selectiva sodio, cloro y
agua, en tanto que la absorcion del potasio y calcio es menos completa y la concentracion
de bicarbonato en la bilis vesicular es dos veces mayor a la concentracion en el plasma. Al
absorberse el agua y electrolitos da lugar a una concentracion 10 veces mayor de sales
biliares, pigmentos biliares y colesterol que las correspondientes en la bilis hepatica. El
paso de elementos organicos e inorganicos a través del epitelio vesicular depende de la
barrera celular y la integridad de sus uniones intercelulares. La barrera celular tiene la
funcién de regular el paso de iones, agua, diversas macromoléculas y células inflamatorias
a través de la espacios paracelulares y es por lo tanto relevante para los trastornos de
permeabilidad. Las principales proteinas integrales de membrana estdn formadas por
uniones intercelulares continuas con ocludina, claudinas, y moléculas de union. Las
principales proteinas estructurales citoplasmaticas asociadas con las uniones estrechas son
las de la zona ocludens ZO-1, ZO-2 y ZO-3, las cuales se unen a las colas citoplasmaticas
de ocludina y claudinas. Estas proteinas juntas se cree que mantienen la integridad de las
uniones intercelulares y su expresion y localizacion tienen un papel importante en la

regulacion de la permeabilidad paracelular (Jouko, et al., 2007).

En pacientes que presentan enfermedades, trastornos en la formacion o funcion de las

uniones intercelulares, representan factores que conducen a trastornos de la permeabilidad y

finalmente, a la disfuncion del 6rgano (Jouko, et al., 2007).

3.3 Mecanismos de formacion de bilis

La bilis se forma por filtracion en respuesta a gradientes osmoticos creados por el
transporte de solutos osmoéticamente activos en la luz canalicular biliar. El agua y solutos
pequefios entran en el espacio biliar pasivamente, a través de arrastrar disolvente. Este
proceso requiere energia en forma de ATP, y no se ve afectada por la presion hidrostatica

de la sangre que provienen de los sinusoides hepaticos de perfusion.




3.4 Circulacion Enterohepatica de los acidos biliares

Algunos acidos biliares secretados en el conducto biliar se reabsorben en los colangiocitos
y son reciclados de nuevo a los hepatocitos (la derivacion colangiohepdatica). La mayor
parte de los 4cidos biliares secretados se almacenan en la vesicula biliar. Después de cada
comida, la contraccion de la vesicula biliar vacia los acidos biliares en el tracto intestinal,
en el intestino delgado son absorbidos por los enterocitos como complejos lipoides. Estos
complejos se desintegran en los enterocitos en monoglicéridos y acidos grasos libres, estos
son utilizados por las células como materiales de construccion o de energia y se transportan
a la membrana basolateral de los enterocitos, para entrar en el sistema venoso portal y
regresar por esta via a los hepatocitos. Los acidos biliares pueden regresar al intestino y
continuar participando en el metabolismo y la absorcion de las vitaminas y grasas (Floch,

2006).

La arteria hepatica es el principal suministro de sangre al conducto biliar y rodea las ramas
biliares con un plexo de anastomosis. La vena porta proporciona la fuente primaria de la
sangre para las células parenquimatosas hepaticas, a través de los sinusoides hepaticos. Esta
disposicion estructural se piensa para proporcionar una circulacién "cole-hepatica", que
puede permitir que los solutos que se retiran de la bilis por el epitelio biliar vuelvan a la
circulacion portal para la re-captacion por el hepatocito para su uso metabolico o re-

excrecion en la bilis (Torres, 2004).

Mas tarde, este ciclo enterohepatico se repite. La circulacion enterohepatica es una
importante ruta fisioldgica para el reciclaje de los 4cidos biliares y absorcion de nutrientes,

asi como la regulacion del metabolismo de los lipidos en todo el cuerpo (Floch, 2006).

3.5 Funcidn de la bilis

La bilis tiene como funciones importantes (Monte et al., 2009);




La excrecion de sustancias lipofilicas exdgenas potencialmente dafiinos, asi como
de otros sustratos endogenos tales como bilirrubina y sales biliares cuyos pesos
moleculares son de 300 a 500 daltons.

La emulsificacion de grasas.

La eliminacién de colesterol.

La excrecion de inmunoglobulina A (IgA), citocinas inflamatorias, y la estimulacion

del sistema inmune innato en el intestino.

3.6 Composicion alterada de la bilis

El desequilibrio en la composicion del liquido biliar con mayor frecuencia es debido a la
sobresaturacion de colesterol. La solubilizacion del colesterol ante un exceso del mismo,
defecto de sales biliares o fosfolipidos tienen como resultado la formacioén de vesiculas
multilamelares sobre las que se produce la nucleacion de los cristales de colesterol que
daran lugar al lodo y litiasis biliar. Es importante recordar que las sales biliares provienen
de la sintesis hepatica y por la circulacion enterohepatica de aquellas secretadas al intestino,
por lo que cualquier situacion que altere dicha circulacion enterohepatica, como la

reseccion ileal o la colectomia, condicionara una bilis mas litogénica.

La principal causa de colecistitis cronica es la presencia de litos en la vesicula, la formaciéon
de los mismo estan relacionados a 3 condiciones fundamentales; la supersaturacion con
colesterol, los defectos en la nucleacion y la hipomotilidad vesicular. El desequilibrio entre
la concentracion de colesterol y sales biliares mas fosfolipidos que tratan de mantenerlo en

solucion es basicamente, lo que predispone a la formacion de célculos (Ivanovich, 2013).

Nucleacion de cristales de colesterol: en la bilis existen componentes que facilitan la

formacion de calculos (factores litogénicos), como la mucina y la inmunoglobulina G, y
otros que la inhiben (factores inhibidores), como ciertas apolipoproteinas y glucoproteinas

(Turumin, et al., 2013).

Dismotilidad vesicular: la vesicula debe contraerse de manera eficaz, y asi expulsar restos

de microcristales o lodo biliar, que puedan desencadenar la formacion de célculos. Ciertas
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situaciones asociadas con una menor contractilidad de la vesicula, como la nutricion
parenteral prolongada o la exposicion a altos niveles de estrogenos se relacionan con la

presencia de colelitiasis (Turumin, et. al., 2013).

Esta composicion alterada de la bilis predispone a tres tipos de céalculos: 1) colesterol, 2)
pigmento negro, 3) pigmento marrdn, los mas frecuentes son los de colesterol (51 - 99%)
que contiene una proporcion variable de otros componentes incluyendo carbonato de calcio,

fosfato, bilirrubinato y palmitato, fosfolipidos, glicoproteinas y mucopolisacaridos.

a) Calculos de colesterol; existen tres factores principales que determinan la formacion
de célculos biliares de colesterol; la composicion alterada de la bilis hepatica, la
nucleacion de cristales de colesterol y la funcidn alterada de la vesicula biliar

(Dooley, 2011).

b) Calculos pigmentarios negros; constituyen el 20-30% de las colelitiasis, su
incidencia suele amentar con la edad. Se componen principalmente, de un
pigmento de bilirrubina polimerizado, asi como de carbonato y fosfato célcico,
por lo que su consistencia es dura. No contienen colesterol, el 60% son
radioopacos y se asocian a condiciones de hemolisis cronica y a la cirrosis
hepatica. El mecanismo de formacion no se entiende bien, pero la
supersaturacion de bilis con la bilirrubina no conjugada, cambios en el pH, la
concentracion de calcio y la sobreproduccion de matriz orgénica (glicoproteina)

juegan un papel importante (Gonzalez et al., 2005; Dooley, 2011).

c) Calculos pigmentarios marrones; estan compuestos por bilirrubinato célcico,

palmitato célcico, estearato y colesterol (menos del 30%). Las piedras marron
son raras en la vesicula biliar, se forman generalmente en la via biliar, en

relacion con estasis y sobreinfeccion de la bilis en mas del 90%. Generalmente,
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son radiolucidos de consistencia blanda e intrahepaticos (Gonzalez et al., 2005;

Dooley, 2011).

3.7 Uniones Intercelulares

A principios del siglo XX se encontré que algunos materiales, por ejemplo, los macréfagos
y el agua, podrian moverse a través del espacio paracelular, por lo que se empez6 a estudiar

la funcion de los epitelios (Anderson y Van Itallie, 2009).

Ahora se sabe bien, que los epitelios permiten el transporte selectivo de solutos y agua entre
los compartimentos. Este transporte transepitelial se puede producir a través de dos rutas:
1.-transcelulares (transporte a través de la célula) atravesando la membrana plasmatica
apical o bien basolateral, 2.-paracelular (transporte entre las células) (Giinzel and Alan,
2013). Los epitelios sirven como barreras a la difusion de solutos entre compartimentos

corporales, y deben hacerlo a pesar de la frecuente pérdida de células (Hudspeth, 1975).

Las uniones celulares son puntos de contacto entre las membranas plasmaticas de las
células o entre célula y matriz extracelular. La mayoria de las células epiteliales y algunas
células musculares y nerviosas estdn estrechamente asociadas en unidades funcionales

(figura 4).

La clasificacion de las uniones se realiza mediante su funcion en tres grupos:

e Las uniones de oclusion o tigh junction: sellan las células epiteliales vecinas de tal
manera que evitan el transito libre de moléculas pequenas de manera intercelular
(figura 7).

e Las uniones de anclaje o adherentes: sujetan mecanicamente a las células y sus
citoesqueletos con las células vecinas y la matriz extracelular (figura 5).

e Las uniones comunicantes: permiten el intercambio de sefales quimicas y eléctricas

entre células adyacentes (figura 6).
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de la célula con la matriz extracelular célula a la matriz extracelular

Figura 4. Uniones celulares y complejos de union. (Reproduccion de

http://www.asturnatura.com/articulos/envoltura-celular/membrana-plasmatica-uniones-

intercelulares.php).

Figura 5. Componentes estructurales basicos de las uniones adherentes. Se muestran los

complejos cadherina-catenina y nectina afadina con sus posibles interacciones con la actina.

(Giinzel and Alan, 2013; Niessen, 2007).



http://www.asturnatura.com/articulos/envoltura-celular/membrana-plasmatica-uniones-intercelulares.php
http://www.asturnatura.com/articulos/envoltura-celular/membrana-plasmatica-uniones-intercelulares.php

' Uniones de comunicacién

Figura 6. Uniones gap, comunican una célula con otra a través de proteinas que forman

conductos, que acoplan metabdlica y eléctricamente éstas (Cooper, 2010).

Cobran principal relevancia las uniones estrechas ya que puede mantener los altos
gradientes electroquimicos producidas por el transporte transcelular activo. Esta
configuracion se utiliza para producir las secreciones ya sea altamente concentrada o
diluida (Anderson y Van Itallie, 2009). Estas tienen caracteristicas que les permiten
funcionar como barrera: 1) constituyen un precinto que previene el libre transito de las
moléculas (incluyendo iones) entre las células de las laminas epiteliales, 2) separan los
dominios apical y basolateral de la membrana plasmatica al impedir la libre difusion de los

lipidos y de las proteinas de membrana entre ambos dominios (Cooper, 2010).

Las uniones estrechas suelen asociarte a uniones adherentes y a los desmosomas para

formar un complejo de union (figura 7).
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Figura 7. Componentes estructurales basicos transmembrana de uniones estrechas. ZO-1 o
Z0-2 son importante para el agrupamiento de claudinas y ocludinas, lo que resulta en la

formacion de hebras de union. El ZOs y Cingulin pueden proporcionar un vinculo directo

con el citoesqueleto de actina. (Reproduccion de Giinzel and Alan, 2013; Niessen, 2007).

Las proteinas transmembrana de uniones estrechas se dividen en tres grupos:

1. proteinas transmembrana de dominio individual: JAM (molécula de adhesion de
unién), CRB3 (proteina homologo M. 3) y CAR (receptor constitutivo de
androstano).

2. proteina transmembrana de triple dominio: BVES (del inglés blood vessel epicardic
substance).

3. proteinas transmembrana de cuatro dominios: claudina y TAMP (proteinas de union

asociada apretados MARVEL) ocludina, tricellulin.




De éstos la evidencia sugiere que las claudinas son los principales determinantes de la
permeabilidad paracelular. Las claudinas constituyen barreras tanto a nivel paracelulares
como de los poros, por lo tanto juegan un papel clave en la determinacion de las
propiedades de permeabilidad de las células epiteliales y endoteliales (Giinzel and Alan,

2013).

Ademads de actuar como una barrera selectiva de permeabilidad entre compartimientos
acuosos, la union estrecha epitelial tiene otra funcidén, que es la de actuar como una valla
dentro de la membrana celular, es decir, para restringir mecdnicamente la difusion de

proteinas y los lipidos dentro del plano de la bicapa lipidica (Giinzel and Alan, 2013).

Una valla tal tendria que asegurar que los componentes lipidos y proteinas de la membrana
plasmatica, permanezcan separados en los dominios apical y basolateral, para asegurar la

direccion en la que ocurre el transporte transepitelial (Giinzel and Alan, 2013).

La célula epitelial de la vesicula biliar, cuenta con una region basal, membrana basal,
region lateral, y region apical, en su region lateral permanecen sus medios de unidon que le
permite el contacto intercelular dando estabilidad a la membrana epitelial. Las uniones
estrechas forman la barrera intercelular continua entre las células epiteliales, que se
requiere para separar los espacios de los tejidos y regular el movimiento selectivo de los
solutos a través del epitelio. Aunque ahora hay mas de 40 proteinas identificadas dentro de
la union estrecha, las proteinas transmembrana de la familia Claudina, son claves para la
definicion de unidn estrecha selectiva. Se ubican en las caras laterales de las células debajo

de la superficie libre, con una distancia intercelular de 0.1-0.3 pum. Sus proteinas

transmembrana son ocludina y claudina con funciones de estabilidad, soporte y transporte

selectivo (Anderson and Van Itallie, 2009).




3.8 Citoesqueleto

El citoesqueleto es una estructura dindmica de las células eucariotas que permite mantener
o cambiar la forma celular reaccionando a estimulos externos o internos. Estd formada por
tres tipos de filamentos de proteinas de diferente composicion, funcidon y caracteristicas
(filamentos de actina, filamentos intermedios y microtubulos), la interaccion dindmica entre
estos, regulan en gran parte la organizacion estructural del citoplasma de la célula animal

(Cooper, 2010).

Filamentos Actina

También llamados microfilamentos, miden aproxima 7 nandémetros de diametro y varios
nandémetros de largo. Estan formados por la proteina mas abundante de la célula “actina”.
Se caracterizan por dar el soporte mecanico, la forma celular y el movimiento celular

(Guirado, 2002).

Son formados por un equilibrio entre los mondmeros de actina para formar el filamento, en
el cual existe un intercambio rotatorio de dicha proteina, gracias a la participacion de 2
proteinas importantes, la cofilina que une ADP a la actina ADP impidiendo su
reincorporaciéon al filamento y la profilina que invierte en la funcion de cofilina al
intercambiar ADP por ATP, permitiendo la reincorporaciéon de actina al filamento

(Guirado, 2002; Cooper, 2010).

Los filamentos de actina se organizan en dos componentes; 1) haces de actina, a su vez

divididos en haces de filamentos agrupados y filamentos espaciados; 2) redes de actina,
encargadas de dar forma a la célula y movimiento, mediante proteinas especificas para cada

tejido. (Guirado, 2002; Cooper, 2010)




Microtabulos

Son tubos rigidos y huecos de 25 nandémetros de didmetro. Y son importantes para dar
forma y estabilidad a la célula, son GTP asa dependientes, transportar vesiculas y
lisosomas, al igual que los filamentos de actina, tiene polaridad por su comportamiento

dindmico regulando su crecimiento o alargamiento (Howard, 2009).

Los microtubulos son formados por dimeros de alfa y beta tubulina que se polimerizan
formando largos tubulos huecos. Tanto la tubulina alfa y beta contienen un sitio GTP, sin
embargo el sitios GTP a-tubulina no se hidroliza ya que se encuentra unido a la B-tubulina,
mientras que el sitio GTP de la B-tubulina permite la hidrdlisis y por lo tanto desencadena
la polimerizacion de los dimeros de tubulina, formando largos tubos huecos rigidos, los
cuales conocemos con el nombre de microtibulos (Figura 8). Estos se formaran dentro del
MTOC (centro organizacional de microtibulos) el cual estd constituido por centriolos (9
tripletes de tubulina, rodeados por delta y gamma tubulina que favorecen la nucleacion). Su
crecimiento también estd mediado por proteinas motoras como cineinas que permiten el
movimiento del microtubulo hacia el extremo negativo y las cinecinas que permiten la

direccion hacia el extremo positivo (Howard, 2009).
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Figura 8. Ciclo GTPasa tubulina. El intercambio de GDP por GTP del heterodimero de
tubulina en el citoplasma endereza parcialmente la subunidad PIB-tubulina. La subunidad
GTP-tubulina endereza totalmente cuando se encuentra unida la pared de los microtibulos
después de la polimerizacion. Después de la hidrolisis, el dimero PIB-tubulina es atin mas

firme, esto impulsa la despolimerizacion, completando el ciclo (Howard, 2009).
Filamentos intermedios

Estan formados por una variedad de proteinas altamente conservadas, que no se sabe si
tienen actividad enzimatica, codificadas por un gran nimero de genes (aproximadamente
67 genes). Se pueden expresar en componentes complejos durante el desarrollo
embrionario y durante la diferenciacion celular, permitiendo distinguir una célula de otra

(Chang, 2004).

Estos filamentos forman redes dentro del citoplasma, que rodean el nucleo para después
dirigirse a la superficie, esta extension en el citoesqueleto, proporciona una ventaja en éste
ya que permite la coordinacién y reordenamiento de la informacion entre la superficie

celular y los compartimentos intermedios de la célula (Chang, 2004: Cooper, 2010).

Se clasifican en 5 grupos con respecto a su estructura primaria, su estructura genética, sus
propiedades de ensamble y la regulacion del desarrollo de tejidos especificos: I y II; son
homodimeros obligatorios ubicados en células epiteliales, III, IV y V; son homodimeros o
heterodimeros. El tipo III se encuentra especialmente, en sistema nervioso y esquelético, el

IV estd en neuronas, el V se encuentra en todos los tipos celulares ya que estan constituidos

por proteinas laminares A,B,C, que forman parte de la membrana nuclear (Chang, 2004).

Los filamentos intermedios intervienen en la diafonia celular, al entrar en contacto con los

microtubulos, los filamentos de actina, cinesinas y la miosina V (figura 9) (Chang, 2004).

Las proteinas asociadas a microtibulos (MAP), tales como Tau y MAP2 / 4, pueden
modular la actividad de los filamentos intermedios (IF) tipo Il y tipo IV, al competir con
los sitios de union del microtabulos (MT). Proteinas de filamentos intermedios asociadas a
multidominio (IFAPs) como plectina también podrian regular o inhibir la motilidad de las

estructuras intermedia de IF, mediante la formacion de numerosos enlaces cruzados entre
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los filamentos intermedios, los microtibulos y los microfilamentos de actina (MF). (Chang,

2004).
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Figura 9. Filamentos intermedios.

Transduccion de sefales y citoesqueleto

Las funciones celulares dependen en gran medida de la adhesion celular y la organizacion
del citoesqueleto. La union de la mayoria de estas moléculas senalizadores y sus receptores
provocan una cascada de reacciones intracelulares que son las que regulan, en gran medida
los diferentes aspectos del comportamiento celular, incluyendo su metabolismo, la

motilidad, la proliferacion, su supervivencia y la diferenciacion (Cooper, 2014).

El ensamblaje de las proteinas que constituyen los filamentos intermedios es regulado por
la protein cinasa C (PKC), la protein cinasa A (PKA), la cinasa 2 dependiente de
calmodulina (CAMK), vimentina Rho GTPasa, la cinasa P21 activada (PAK) y la cinasa
P38, todas estas cinasas crean una red de sefalizacion que permite el crecimiento de los 3

componentes de citoesqueleto (Figura 10) (Chang, 2004).

Ademas la superfamilia de proteinas Ras, dentro de las cuales se incluye la familia de
proteinas Rho, resulta de particular interés. Las GTPasas-Rho participan en la regulacion y
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organizacion del citoesqueleto de actina, activan cascadas de cinasas que regulan la

expresion génica, controlan la progresion del ciclo celular y la proliferacion celular

(Guirado, 2002).
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Figura 10. Vimentina Rho GTPasa, sefializacion del citoesqueleto. Los miembros de la
familia Rho GTPasa, tales como, Rac y Cdc42 inducen la fosforilacion y la reorganizacion
de la vimentina a través de cinasas tales como Rho-cinasa de union o (ROKa), la cinasa
P21 activada (PAK), cinasa tipo Src y la tirosina cinasa (flechas en negrita). Los ROKa se
asocian con la red vimentina en estado inactivo y la fosforilan. Cabe senalar que las flechas

no necesariamente denotan interacciones directas (Chang, 2004).




3.9 Respuesta inflamatoria vesicular

La respuesta inflamatoria esta relacionada con el proceso de reparacion y es fundamental
como respuesta de proteccion, sin embargo ésta puede ser perjudicial. La inflamacion
presenta dos fases bien diferenciadas, aguda y crénica (Robbins y Cotran, 2010).La
inflamacion aguda es una respuesta a una alteracion inducida por un patégeno o un agente
fisico o quimico que tiene por funcidon reconocer, limitar y eliminar el dafio, asi como
restaurar la homeostasis al tejido afectado, con evolucion relativamente breve de minutos,

horas y pocos dias.

La inflamacion cronica tiene una duracion mayor y se caracteriza histologicamente, por la
presencia de linfocitos y macrofagos, la proliferacion de vasos sanguineos y la fibrosis que
desencadena eventos celulares que pueden promover la transformacion maligna de las

c€lulas y la carcinogénesis (Robbins y Cotran, 2010).

Los receptores de membrana de los macrofagos, se encargan de reconocer a los antigenos y
eliminarlos mediante fagocitosis y presentacion del antigeno, induciendo la expresion de
proteinas pro inflamatorias como la citocinas (IL-1, IL-4, IL-6, IL-8), interferones (IFN-y),
factor de necrosis tumoral (TNF-a) que desencadenan una respuesta inflamatoria con la

intencion de neutralizar la agresion (Longo et al., 2012).

En la inflamacion aguda una vez controlada la agresion, los macréfagos y leucocitos
proceden a la reparacion tisular, liberando nuevos mediadores, esta vez citocinas
antiinflamatorias (IL-10, factores de crecimiento, TGFB y otros) para restaurar la

homeostasis (Longo et al., 2012).

El higado y los conductos biliares extrahepaticos estan conformados por hepatocitos y
células epiteliales biliares (BEC), células inmunologicamente activas, las BEC en los
conductos biliares inflamados participan mediante la secrecion de citocinas y la expresion
de algunos receptores, ademas existen otras células epiteliales BEC que reconocen los

microbios y sus componentes, a través de un conjunto de receptores de reconocimiento de

patrones (RRP). El paso de dichas citocinas al liquido biliar vesicular depende de la

integridad de las uniones intercelulares, como se sabe estas citocinas son parte de la
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respuesta inflamatoria normal ante un agente patdégeno, sin embargo, pueden ser dafiinas al
epitelio siendo capaces de desencadenar eventos celulares que pueden promover también la
transformacion maligna de las células y la carcinogénesis (ver tabla 2) (Landskron, et al.,

2014).

Tabla 2. Importancia de la citocinas en las neoplasias (Tejedor y Albillos, 2012).

Citosinas | Referencias de colangiocarcinoma (CCA)

TNF-a Esencial para la proliferacion de las células epiteliales de las vias biliares.
Altera la funcion de barrera del epitelio. Interrumpe las uniones intercelulares
de los colangiocitos e influye en el agravamiento de la colestasis del conducto

biliar.

Reduce la resistencia eléctrica transepitelial. Altera las uniones intercelulares

del colangiocitos, lo que lleva a colestasis.

Los colangiocitos y CCA pueden ser activados por citocinas proinflamatorias a
través de la ruta de NF-B-dependiente, que conduce a la sobreproduccion del
factor de crecimiento epitelio del conducto biliar, promoviendo asi la

iniciacion y la progresion del cancer

Promueve la proliferacion de las células epiteliales del conducto biliar e induce

la agresividad del tumor mediada por transicion epitelio-mesénquima (EMT)

Secretadas por colangiocitos en respuesta a citocinas proinflamatorias y junto
con MCP-1 y CCL-28 promueve la adhesion de leucocitos y la retencion en las

células epiteliales biliares lesionadas.

En el CCA puede activar macrofagos M2 a través de la via de STAT-3, lo que
lleva a la produccion de 1L-10, VEGF-A, TGF-B, y MMP-2.

Un tumor infiltrado de IL-17 que se encuentran en areas intratumorales en el
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CCA se relaciona a metastasis en los ganglios linfaticos, metastasis

intrahepatica y a etapas avanzadas.

Las citocinas pueden modular una respuesta antitumoral, pero durante la inflamacioén
crénica, también puede inducir la transformacion celular y la malignidad, condicionada al
balance pro y anti-citocinas inflamatorias, sus concentraciones relativas, la expresion del
receptor de citocinas y el estado de activacion de las células circundantes (Landskron, et al.

2014).
Il. ANTECEDENTES

A pesar de la importancia y los diversos estudios que demuestran que la funcion de las
uniones estrechas de la vesicula biliar, son relevantes para el transporte paracelular de agua
y macromoléculas, existen escasos articulos que reporten el comportamiento de dichas
uniones durante un proceso patologico, especificamente colelitiasis. Recientemente, se ha
estudiado a claudina 2 como factor predisponente para desarrollar calculos biliares en
ratones, demostrandose que regula la concentracion de iones y el flujo de agua necesaria
para la adecuada composicion de la bilis y su flujo. El desequilibrio de este proceso,
aumenta la susceptibilidad en ratones a la enfermedad de célculos biliares de colesterol
(Matsumoto, et al., 2014). En 2007 Jouko y cols., estudiaron la expresion de proteinas de
las uniones estrechas en colecistitis litidsica y alitidsica a través de inmunohistoquimica,
estas se expresaron ampliamente en el epitelio de la vesicula biliar humana normal, con
excepcion de Claudina 2 que se encontrd solo en la mitad de las células, mientras que
aquellos con colecistitis litidsica aguda se encontrd significativa disminucion en la
expresion de Claudina -2, -1,-3, -4, Ocludina y ZO-1 al compararla con aquellas vesiculas

normales.

Existen otros estudios en los que se investigaron las alteraciones en las proteinas
transmembrana de las uniones estrecha y su relacién con procesos neopldsicos como es el

caso de las proteinas ZO-1 (zona occludens-1), ocludina y E-cadherina en céncer de las

vias biliares (colangiocarcinoma intrahepaticos, extrahepaticos, y de vesicula biliar),
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encontrandose que éstas disminuyen en los carcinomas (Németh y cols. 2009). Por otro
lado, se encontré una expresion diferencial de claudinas-1, -2, -3, -4, -7, -8, -10 en células
cancerigenas de las vias biliares (Németh, et al., 2009). De manera mas reciente, se estudio
la expresion de claudinal, ocludina, E-cadherina en humanos, como reguladoras de unién
célula- célula, asocidndolas a parametros clinico-patoldgicos en procesos benignos
(adenomas, pdlipos y colecistitis cronica) y malignos (adenocarcinomas) de la vesicula
biliar. Como resultado se obtuvo que los pacientes con patologia benigna o maligna
expresaron menos claudina-1, ocludina-1 y E-cadherina, a excepcion del adenocarcinoma

bien diferenciado en el que la expresion de las misma fue mayor (Xiong, et al., 2011).

En cuanto al estudio de la respuesta inmune como proceso inflamatorio y la produccion de
citocinas presentes en la colecistitis litiasica, se reportaron citocinas presentes en una fase
aguda de la enfermedad IL-6, IL-8, IL-10, IL-1B (Buck, et al.2009). En 2010 se encontro
que la IL-8 (importante citocina de los neutrofilos, que no solo funciona como un quimio-
atrayente de neutréfilos, basofilos, y algunas poblaciones de células T, sino también como
un activador de los neutrofilos para la liberacion de leucotrienos, oxigeno activado y
neutréfilos) las BEC humanas cultivadas la expresan en respuesta a patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP) bacterianas incluyendo lipopolisacaridos (LPS),
proponiéndose que producen dafio hepatico y biliar (higado séptico) (Harada y Nakanuma,

2010)

111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que el paso del liquido biliar del hepatocito a los conductos biliares y la vesicula

estd determinado por la permeabilidad de su membrana celular (union célula-célula),

definiendo las caracteristicas de la bilis, sin embargo no existen estudios de la integridad de
las uniones estrechas su relacion con el liquido biliar y el proceso inflamatorio de la

mucosa vesicular.




IV. JUSTIFICACION

La colecistitis cronico litidsica es la primer causa de consulta en el servicio de cirugia
general en nuestro pais y tiene gran impacto en diferentes areas, por lo que, es de gran
interés entender su fisiopatologia e identificar los factores de riesgo que favorezcan el
proceso inflamatorio vesicular, para poder implementar medidas preventivas o tratamientos
que eviten que el paciente llegue a quiréfano reduciendo asi la incidencia, prevalencia y
morbi-mortalidad de dicha enfermedad. Por otro lado, es de suma importancia para el
sustento econdmico y desarrollo de sistema de salud de nuestro pais, pues se calcula que el
costo por cada paciente que es sometido a colecistectomia oscila entre 30 000 y 40 000
pesos, representando una gran derrama econdmica. A medida que se comprenda mejor la
alteracion en uniones estrechas y liquido biliar asi como su importancia en el proceso
inflamatorio se podrd dar un mejor tratamiento, seguimiento y evolucion clinica del

paciente con colecistitis litidsica.

V. HIPOTESIS

La pérdida de la integridad de las uniones estrechas favorece la formacion de bilis

litogénica y permite el ingreso de mediadores inflamatorios en la colecistitis litiasica.

VI. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el papel de las uniones estrechas y del liquido biliar en la colecistitis litidsica.

Objetivos Especificos

1.- Determinar en pacientes con colecistitis litidsica:

o Las caracteristicas fisicas de los litos.




e La concentracion de colesterol, fosfolipidos y acidos biliares del liquido biliar.
o Las caracteristicas histopatologicas de la vesicula.

o Laintegridad de las uniones estrechas en la vesicula biliar.

2.- Establecer la relacion entre las caracteristicas del liquido biliar y la alteracion de las

uniones estrechas del epitelio vesicular.

3.- Establecer la relacion entre la integridad de las uniones estrechas, las caracteristicas del
liquido biliar y la existencia de citocinas inflamatorias asi como de los cambios histologicos

en la mucosa vesicular como signos del proceso inflamatorio.

VII. MATERIAL Y METODOS

Disefio de estudio: Cohorte prospectiva, observacional.

Universo de estudio: 25 pacientes del servicio de cirugia general del Hospital General de

México, de la Secretaria de Salud con diagndstico de colecistitis litidsica que fueron
sometidos a colecistectomia, sin importar género, entre 20 y 70 afios, en un periodo entre el

1° de marzo al 30 de diciembre del 2015.
Criterios de seleccién
Criterios de Inclusion

e Pacientes con diagnodstico de colecistitis litidsica que vayan a ser sometidos a
colecistectomia.

o Pacientes que firmen el consentimiento informado.

Criterios de No inclusion.

o Pacientes que no firmen el consentimiento informado




o Pacientes Diagnosticados con Colecistitis litidsica que se encuentren en tratamiento

con medicamentos anti-litos.

Criterios de exclusion.

e Pacientes que no deseen continuar en el estudio

Pacientes diagnosticados con Colecistitis litidsica y que al momento de la cirugia no

se encuentren litos.

Pacientes con Colecistitis litiasica que durante la cirugia se perfore la vesicula o

salga el contenido biliar.
Casos Control

Criterios de Inclusion.

e Personas entre 20 y 60 anos que fallecieron por causas no relacionadas con el

sistema digestivo.

e Quienes cuenten con la firma del consentimiento informado por el familiar

responsable.

Criterios de No inclusion.

e Paciente con diagnostico de defuncion que alteren el liquido biliar y la mucosa
vesicular (Ej. choque séptico, CID)
Pacientes que en vida fueron diagnosticados con colecistitis cronica litidsica.

Personas que tengas mas de 5 h de muerte

Criterios de exclusion.
e Pacientes que durante la autopsia se encuentren con litos en la vesicula biliar.

e Pacientes que presenten o que durante el procedimiento se dafie en el tejido.




Variables

Variable independiente: uniones estrecha de la vesicula biliar, de caracter nominal
Variable dependiente: liquido biliar, de caracter continuo

Metodologia

Se diagnosticd y canalizo a pacientes de la consulta externa y urgencias al servicio
cirugia general con diagnostico de colecistitis litidsica, se les realizo un cuestionario

dirigido a aquellos antecedentes de importancia para el desarrollo de la patologia.

Los pacientes se sometieron a colecistectomia laparoscopica donde se extrajo la

vesicula biliar integra para nuestro estudio.

Se toma una muestra de 10ml de liquido biliar en una jeringa estéril, de los cuales se
repartieron 5 ml en un vial y 5 ml en otro. Posteriormente ambos se congelaron a -70 ©°,
posteriormente se realizd estudio de cromatografia para determinar las caracteristicas

del liquido biliar (colesterol, fosfolipidos y acidos biliares).

Se extrajo los litos y se describieron fisicamente.

Se tomaron muestras de tejido vesicular de 1 cmx 1 cm y se realizo:
Estudio histopatologico donde se observo la morfologia y la existencia de
infiltrado inflamatorio, en cortes tefiidos con hematoxilina eosina; el tejido

se procesd en bloques de parafina fueron cortados a 4 micras, tefiidos y

observados al microscopio.

Determinacion de la presencia e integridad de las uniones estrechas para

proteinas transmembrana claudina 1,2,3,5, ocludina y ZO-1, por

inmunofluorescencia.




Estudio de liquido biliar

El estudio del liquido biliar que se realizé se hizo por el laboratorio del Hospital General de

Meéxico utilizando el kit Wako Cholesterol E y Diazyme Total Bile Acids Assay Kit.

Estadistica

Se uso el software Graph pad Prism, con los test de distribucion t de Student y prueba de

XZ
Consideraciones éticas

Se trata de un estudio prospectivo, la informacion clinica serd extraida directamente de los
pacientes, expedientes clinicos y familiares, esta informacion sera confidencial y el
resultado sera entregado en sobre cerrado al médico tratante, para su informacion al
paciente. Se le informara al paciente que podra abandonar el estudio si asi lo quiere, que la
toma de muestras no influira en el tratamiento o en la evolucion clinica y que esto no esta

condicionado al derecho a la atencidn ni al tratamiento.




VIIIl. RESULTADOS
1. Recoleccion de muestras y hoja de datos

Entre el 1° de marzo del 2016 al 30 de diciembre del 2018, se incluyeron a 25 pacientes del
Hospital General de México que tras ser valorados mediante anamnesis, exploracion fisica
y estudios de gabinete se diagnosticaron con colelitiasis. En el grupo de estudio se encontro

un mayor porcentaje en el género femenino con 98%.

¥ Femenino

® Masculino

Figura 12. Género de la poblacion

A partir de los datos obtenidos de la anamnesis se identificaron en la poblacién factores de

riesgo para desarrollar colelitiasis. (Figura 13)
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EHTA

B Embarazo




Figura 13. Factores de riesgo presentes en el grupo de estudio.

En el transoperatorio se obtuvieron los litos de la vesicula biliar y se describieron

macroscopicamente, encontrando de manera mas frecuente litos de colesterol en un 48%.

M Colesterol

H Pigmentos negros

k4 Pigmentos marron

Figura 14. Descripcion macroscopica de los litos presentes en colelitiasis

En la tabla 3 se muestra la fuerza con la que se relacionan los factores predisponentes y el

desarrollo de litos de colesterol. Los pacientes con Colelitiasis que presentan Diabetes

Mellitus (DM) tienen 6 veces mas probabilidad de desarrollar litiasis por colesterol,

mientras que los que presentar peso corporal anormal como sobrepeso y obesidad

aunmentas la probalibilidad de desarrollo de litos de colesterol, 1.2 y 7 veces mas frecuente

que aquellos que se mantienen en Normo peso. Los datos reportados para Hipertencion

arterial sistemica (HTA) y normopeso tuvieron una asociacion negativa, es decir, que no

existe factor de riesgo.

Tabla.3 Riesgo a desarrollar litos de colesterol segtin los factores de predisponentes

DM

HTA

Normo peso

Sobrepeso

Obesidad

Riesgo
relativo

RR=0.8

RR=0.5

RR=1.2

RR=7




Riesgo
atribuible

Riesgo
absoluto de
la poblacion

2. Analisis Morfoldgico

Para el analisis morfologico se tomaron en cuenta diferentes criterios y hallazgos que se

podrian presentar en la colelitiasis (Figura 15).

Senos de Rokitansky
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Atrofia o hipertrofia
Ulceracion
Abscesos

Figura 15. Criterios Morfologicos.
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Muscular

Serosa
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Figura 16. Histologia de vesicula biliar, grupo control y estudio A) Vesicula biliar humana

sin patologia y con todas su capas histologicas. B) Vesicula biliar humana con colelitiasis,
que presenta hipertroia leve de la mucosa e hipertrofia moderada de la muscular, edema de

la muscular,asi como vasos congestivos. 40x. Técnica Hematoxilina-Eosina.




Figura 17. Histoldgia de vesicula biliar humana. A) corte a 4 micras de vesicula biliar, 1A

epitelio vesicular con hipertrofia severa, 2A Capa muscular de la vesicula biliar, con

presencia de seno de Rokitansky, hipertrofia y edema importante. B) Aumento de la imagen

2A, donde se observa a el seno de rokitansky con una perdida importante del epitelio (fecha

negra). 40x. Técnica Hematoxilina-Eosina.
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Figura 18. Cortes histologicos de vesicula biliar humana. A) Se observa hiperplasia del

epitelio, asi como un conglomerado de macréfagos espumosos (colesterolosis), por debajo
del epitelio, multiples senos de Rokitansky, edema de la muscular y vasos congestivos. B)

epitelio de la figura A, ha mayor aumento donde se observa un importante infiltrado
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mononuclear. C) Seno de Rokitansky a mayor aumento donde se observa hiperplasia leve e

hipertrofia moderada del epitelio, dicho seno rodeado de macréfagos espumosos, infiltrado

mononuclear, edema y congestion vascular. D) Macrofagos espumosos conglomerados

debajo del epitelio y presencia importante de edema.

En la figura 19 se observa graficado los resultados obtenido del analisis morfologico de los

25 pacientes estudiados.
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Figura 19. Andlisis morfologico




3. Integridad de uniones estrechas

l

.

Figura 20. Imagen representativa de inmunofluorescencia en corte de vesicula biliar en
presencia de Claudina-1. En verde se muestra Claudina-1, en azul los nucleos, (a, b, c)

pacientes control, (d, e, f) pacientes problema. Microscopia confocal 40x.




Figura 21. Imagen representativa de inmunofluorescencia en corte de vesicula biliar en

presencia de Claudina-2. En verde se muestra Claudina-2, en rojo los nucleos, (a y c)

pacientes control, (b y d) pacientes problema. Microscopia confocal 40x.




Figura 22. Imagen representativa de inmunofluorescencia en corte de vesicula biliar en

presencia de Claudina-3. En verde se muestra Claudina-3, en azul los nucleos, (a, b, c)

pacientes control, (d, e, f) pacientes problema. Microscopia confocal 40x.




Figura 23. Imagen representativa de inmunofluorescencia en corte de vesicula biliar en

presencia de Claudina-5. En verde se muestra Claudina-5, en azul los nucleos, (a, b, c)

pacientes control, (d, e, f) pacientes problema. Microscopia confocal 40x.
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Figura 24. Imagen comparativa de corte en vesicula biliar en tincion de hematoxilina-

eosina e inmunofluorescencia. Figura a, b y ¢ con tincion en hematoxilina-eosina, d, e y f

en técnico por inmunofluorescencia. A) epitelio de vesicula biliar, con presencia de

macrofagos espumosos B) Seno de Rokitansky C) Capa mucosa, muscular y serosa de




vesicula biliar D) epitelio de vesicula biliar, que expresa claudina-5 E) Seno de Rokitansky,

con expresion de claudina-5 F) Capa mucosa, muscular y serosa de vesicula biliar.
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Figura 25. Expresion de proteinas de union
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Figura 26. Integridad de proteinas de union




4. Caracteristicas del liquido biliar

Para el analisis de las caracteristicas del liquido biliar se usé el programa estadistico
SigmaPlot 12.0, se aplicé la prueba de Kolmogorov- Smirnov y equal variance test, para la
prueba de normalidad y homocedasticidad respectivamente, aplicando las pruebas de
ANOVA vy la prueba U de Mann Whitney para establecer significancia entre los valores
medidos de cada una de las variables estudiadas en liquido biliar (sodio, potasio, calcio,
DHL, FA, colesterol, bilirrubinas totales). Las comparaciones multiples de medias (post-
Anova) se realizaron mediante test de Tukey. Para todas las inferencias se estipulo una p <
0.05.

Tabla 4. Caracteristicas de liquido biliar en pacientes con litiasis biliar y controles

Problema Controles

Media +IC Media + IC
Na+ 141.04+3.146 144.2 + 14.570 0.454
k+ 5.3510.563 4.08+1.102 0.0141 *
Ca+ 9.54 +1.344 3.98 £ 0.906 0.002 *
DHL 284.5 + 208.809 12.4 £9.481 0.002 *
FA 220+ 178.033 59 + 24.646 0.043 *
COLESTEROL 510+ 179.87 181.2+121.83 0.016 *
BT 3.36 £ 0.943 1.156+0.231 0.003 *

IC intervalo de confianza. * Diferencia significativa P < 0.05

La tabla 4 muestra las caracteristicas del liquido biliar en pacientes sanos y pacientes con
colecistitis cronico litiasica, se observa a los pacientes problema con elevacion en los
niveles de potasio (P<0.050), Calcio (P<0.05), DHL (P<0.05), FA (P=0.043), colesterol
(P<0.050), bilirrubinas (P<0.050), comparados con los controles, esto es de gran
importancia ya que las concentraciones elevadas de colesterol y bilirrubinas favorecen la
formacion de litos.




IX. DISCUSION

Las proteinas de union estrecha son esenciales para mantener la integridad de las uniones
intercelulares, fundamentales en la funcion celular, permitiendo un transporte selectivo de
solutos y agua, proporcionan polaridad a la célula, permitiendo un adecuado
funcionamiento de la barrera celular. Jouko J y Cols., reportaron una disminuciéon de
claudina-2, -1, -3, -4, Ocludina y ZO-1 en pacientes con colelitiasis a diferencia de aquellas
vesiculas con colecistitis litiasica y las sanas. Nuestros resultados mostraron disminucion
en la expresion e integridad de Claudina 1, 2, 3, 5, en aquellos pacientes con colelitiasis,
estos hallazgos sugieren que durante el proceso inflamatorio de la colecistitis litiasica existe
un dafio a la barrera celular, especificamente en las uniones estrechas, que permiten el
transporte paracelular de colesterol y acidos biliares, propiciando a una bilis litogenica Al
realizar el estudio molecular del liquido biliar encontramos que aquellos pacientes que
presentaron disminucion en la integridad de las proteinas de union presentan una bilis con
mayor concentracion de colesterol y bilirrubina total, no obstante se encontro el aumento de
diversos electrolitos (Na®, K y Ca), esenciales para la homeostasis celular, el encontrarlos
elevados pueden hablar de manera indirecta de una discusion celular que favorezca la
formacion de litos o bien apoptosis celular.

Kengo Matsumoto y cols., 2014 estudiaron a Claudina 2 como factor predisponente para
desarrollar célculos biliares en ratones. Se encontré que ésta regula el paso de iones y de
agua de forma paracelular y su alteracion aumenta la susceptibilidad para la formacion de
calculos biliares de colesterol. Los resultados obtenidos en el presente trabajo, del analisis
de liquido biliar en aquellos pacientes con colecistitis litiasica, mostraron elevacion en las
concentraciones de colesterol con una diferencia significativa de P<0.05, aunado a lo
anterior la disminucion en la expresion de proteinas de unidn celular, nos hace pensar que
el dafio producido por la respuesta inflamatoria al epitelio de la vesicula biliar provoca
alteracion en la expresion de proteinas de union estrecha, condicionando asi la disfuncion
de la barrera celular, que permiten la entrada de solutos como el colesterol y las sales

biliares que condicionan la formacion de bilis litogenica.

La integridad de las uniones estrechas se ha estudiado en otras patologias propias de la
vesicula biliar, Németh y cols. Publicaron en 2009 la presencia de alteraciones en las
proteinas transmembrana de las uniones estrecha y su relacion con procesos neoplésicos,
reportando disminucion en la exprescion de ZO-1, Ocludina y E-cadherina y expresiones
diferentes en Claudina-1, -2, -3, -4, -7, -8, -10, lo importante en este articulo de Németh y
cols., en relacidon a nuestro estudio, es la forma en la que estos investigadores determinaron
la integridad de una union estrecha, utilizaron més de una proteina de este grupo, lo que
ayuda a determinar con mayor seguridad que la unidn esta integra o no, sin embargo el
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método de detencion fue a través de inmunohistoquimica y realizaron un corte por cada
proteina, ya que por su técnica no permite se analicen multiples proteinas en un solo corte,
pero proporciona una buena opcion de estudio.

En cuanto al estudio histopatologico utilizamos diferentes criterios morfolégicos entre los
que se encuentran los senos de Rokitansky, colesterolosis, engrosamiento de la muscular,
calcificaciones, atrofia o hipertrofia, ulceracion o abscesos, para clasificarles como
inflamacion aguda y cronica. Barcia Juan, 2003, estudio 10 vesiculas de autopsias en las
que se reportara colelitiasis y clasifico a la inflamacién cronica en leve, moderada y severa
dependiendo de los datos de fibrosis o de regeneracion que presentara el epitelio al
momento de su estudio, tanto sus resultados como los mostrados en nuestro estudio revela
un predominio del proceso cronico al agudo. En su trabajo Barcia propones un sistema de
interpretacion para evitar malas interpretaciones entre médicos o patdlogos, sin embargo su
grupo de estudio es pequeiia y al realizarse muestras de autopsia sin criterios de inclusion o
exclusion y desconociendo diagnoéstico de defuncion, existen multiples factores que podrian
modificar significativamente sus resultados, es por ello que decidimos realizar el estudio
histopatologico con los criterios antes mencionados.

Pareciera que los factores predisponentes a la colecistitis litiasica son multiples, como lo
expreso Ponce, 2011; edad género, nimero de gestas, farmacos, antecedentes familiares,
obesidad, etc. En nuestro estudio también se mostraron resultados similares, se encontro el
desarrollo de la enfermedad de forma mas frecuente en el género femenino, ademas
relacionamos el peso y diversas enfermedades con la predisposicion a la formacion de
colelitiasis encontrando que los pacientes con colecistitis litiasica que presentan Diabetes
mellitus tienen 6 veces mayor probabilidad de desarrollo de litiasis por colesterol, mientras
quienes presentan sobrepeso y obesidad presentan 1.2 y 7 veces mayor probabilidad que
aquellos que con normo peso.

Es muy conocido que la colecistitis litiasica es multifactorial, y a la fecha no se dilucidado
de forma concluyente la fisiopatologia de esta enfermedad, es justo por ello que nuestro
estudio resulta de vital importancia, pues busco dar explicacion y dilucidar una pequefia
fraccion de la fitopatologia de esta enfermedad, pues debemos tener claro la importancia

que tiene esta en la rama de la medicina y del conocimiento en general, pues la fisiologia
por si misma es generadora de nuevas inquietudes y fomenta a nueva investigaciones, pues
no es hasta que sabes el porqué de las enfermedades, para preguntarnos en como evitarles o
como curarles, sin embargo sabemos sera necesario nuevas investigaciones para descifrar y
entender esta patologia en su totalidad.




Conclusiones

Se determind que las uniones estrechas juegan un papel importante en el transporte
paracelular determinando la composicion del liquido biliar. Comprobamos que la pérdida
de la integridad en las uniones estrechas favorece la formacion de bilis litogenica en
humanos, permitiendo el ingreso de mediadores inflamatorios que desencadenan la

enfermedad.
Perspectivas

Continuar linea de investigacion medico quirtrgica, puesto que el aérea quirirgica no esta
peleada con la bioquimica o biologiamolecular, sino todo lo contrario, puesto que ser
cirujano implica la excelencia en la medicina, un cirujano debe dominar los conocimientos
anatémicos, fisiologicos, bioquimicos de cada patologia, para luego entonces planear un
tratamiento quirurgico y por ultimo ya con todo este conocimiento en su ser, entones es
cuando sigue proponer o poner en duda un paradigma cientifico.
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