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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Se ha demostrado que la ketamina, una anestésico general, produce una respuesta de
Recibido el 3 de junio de 2012 choque térmico (HSR) en algunos animales experimentales. Examinamos si la ketamina
Aceptado el 23 de enero de 2013 mejora la supervivencia en lesién por quemadura severa en ratas, a través de la expresién de
On-line el 12 de abril de 2013 la proteina de choque 70. Un total de 124 ratas Wistar machos se dividieron aleatoriamente
en 3 grupos: un grupo de control (grupoC, n=20), un grupo quemado (grupoB, n=52) y
Palabras clave: un grupo quemado +ketamina (grupoK, n=52). Las ratas de los gruposB y K presentaban
Ketamina quemaduras de espesor completo en el 30% del total de su superficie corporal. Las ratas
Supervivencia del grupoK se trataron con ketamina (40 mg/kg, i.m.) a los 15min después de la lesién y
Choque las del grupo B se inyectaron con igual volumen de solucién salina. Luego de practicar la
Citoproteccién eutanasia a las ratas, se examind la expresiéon de HSP70 en muestras del miocardio y del

cerebro con andlisis Western blot. En las ratas que no se sacrificaron se evalué el estado
de supervivencia. Luego de 10dias, la tasa de supervivencia en las ratas del grupoK era
superior a las del grupoB (70% versus 30%). Los analisis Western blot mostraron que la
expresién de proteina HSP70 en el miocardio en respuesta a la administracién de ketamina
es mas fuerte que en respuesta a la administracién de solucién salina a las 3h (158% versus
65%) y a las 6h (165% versus 68%). En comparacién con el grupoB, la ketamina aumenté
marcadamente el nivel de expresién de la proteina HSP70 en tejido cerebral a las 3h y a las
6h (79% versus 51% a las 3 h; 123% versus 98% a las 6 h). Concluimos que el tratamiento con
ketamina mejora la supervivencia en lesién por quemadura severa, mediante la expresién

de la proteina de choque 70 en los tejidos del miocardio y del cerebro.
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Ketamine improves survival in severe burn injury in rats via the
expression of heat shock protein 70

ABSTRACT

Ketamine, a general anesthetic, has been shown to elicit the heat-shock response (HSR) in
some of the animal models. We examined whether ketamine improves survival in severe
burn injury in rats via the expression of heat shock protein 70. 124 male Wistar rats were
randomly divided into three groups: a control group (group C, n=20), burned group (group
B, n=52), and burned + ketamine group (group K, n=>52). The rats in groups B and K had
full-thickness burns of 30% of their total body surface. The rats in group K were treated with
ketamine (40 mg/kg, i.m.) 15 min after injury, and those in group B were injected with saline
at the same volume. After the rats were euthanized, HSP70 expression in myocardium and
brain samples was examined by Western blot analysis. Survival status was evaluated for
the rats not euthanized. After 10 days, survival rate of rats in group K was higher than that
of group B (70% versus 30%). Western blot analyses revealed that HSP70 protein expression
in myocardium in response to ketamine administration is stronger than that in response to
saline administration at 3 h (158% versus 65%) and 6 h (165% versus 68%). Compared with that
in group B, ketamine strongly increased HSP70 protein expression level in cerebral tissue at
3 h and 6 h (79% versus 51%, at 3 h; 123% versus 98%, at 6 h). We concluded that ketamine
therapy improves survival in severe burn injury via the expression of heat shock protein 70

in myocardial and cerebral tissues.

© 2012 Sociedad Colombiana de Anestesiologia y Reanimacién. Published by Elsevier

Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccién

La respuesta al choque térmico (HSR) es un sistema de defensa
celular altamente conservado a lo largo de la evolucién!?2. Se
puede encontrar en un amplio espectro de organismos, desde
los procariontes hasta los seres humanos. El mecanismo
molecular subyacente se basa en la capacidad que tiene el
factor de transcripcién del factor de choque térmico (HSF)-1de
mostrar una actividad inducible de enlace al ADN al elemento
de consenso del choque térmico (HSE) e implica multiples
pasos, incluyendo la translocacién nuclear, la oligomerizacién
y la fosforilacién del HSF-1 inducible por serina, siendo esta
altima un determinante importante de la potencia transac-
tivadora del HSF-13. La HSR se caracteriza por la expresién
de proteinas de choque térmico (hsp), que son sintetizadas
por las células en respuesta al calor (de ahi su nombre), al
igual que a otros varios estimulos productores de estrés*°. Se
ha demostrado que la expresién de las proteinas de choque
térmico, clasificadas segin su funcién y tamano, protege las
células de una amplia gama de factores causantes de estrés
celular, como la hipoxia, los radicales de oxigeno, las endoto-
xinas, las infecciones y la fiebre®. La capacidad citoprotectora
de la proteina de choque térmico se puede atribuir parcial-
mente a su capacidad para estabilizar las estructuras de las
proteinas intracelulares, lo que permite que las células y orga-
nismos que soportan agresiones y ponen su vida en peligro
recuperen sus actividades celulares y fisiol6gicas normales’.
Se ha demostrado que la ketamina, un anestésico gene-
ral, en algunos animales experimentales produce la respuesta
al choque térmico (HSR) aumentando la concentracién de pro-
teina de choque térmico 70 (HSP70) en la mucosa olfatoria® y la
corteza cerebral de las ratas®. De acuerdo con otros autores?,
los cerdos anestesiados con ketamina y pentobarbital han

mostrado mayores expresiones de HSP70 en el higado. El
potencial de proteccién de la HSR en quemaduras ha sido
demostrado previamente; las ratas preacondicionadas por
calor tuvieron una menor mortalidad tras sufrir quemaduras
severas, en comparacién con los animales sin quemaduras®!.
Por tanto, la hipdtesis del presente estudio fue determinar si
la ketamina también podria mejorar la supervivencia en ratas
con quemaduras severas, al inducir la expresién de la proteina
de choque térmico 70 en tejido miocérdico y cerebral.

Métodos
Preparacion de los animales

El protocolo experimental utilizado para el presente estudio
fue aprobado por el Centro para Experimentacién Animal
del Hospital de la Provincia de Shandong y se desarrolld
conforme a las Normativas para la Administracién de Asun-
tos Relativos a Animales Experimentales (el Concejo de
Estado, China, 1988). Antes del estudio, las ratas se alojaron
en jaulas individuales en una sala a temperatura controlada,
con ciclos alternantes de 12h de luz y oscuridad; todos los
animales tuvieron acceso libre al agua.

Protocolo de lesién por quemadura

Las ratas se anestesiaron con halotano inhalado al 4%. Se
afeitd el dorso de las ratas y se sumergieron en agua a 92°C
durante 20s, lo cual les produjo una quemadura de espesor
completo que comprometia el 30% de la superficie corporal
total. El efecto hemodindmico de la formacién de edema y
la exudacién sérica en el sitio de la quemadura se minimizé
mediante la administracién de 5ml de solucién salina
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normal IP, inmediatamente después de la lesién por
quemadura. En estudios preliminares, el examen histopato-
léogico del area quemada indicé que este modelo de lesién
produce una quemadura reproducible de espesor completo
de piel, generalmente sin producir lesién directa a los 6rganos
subyacentes.

Procedimiento para la toma de muestras

Ratas Wistar machos (n=124) con un peso de 250-350¢g se
asignaron aleatoriamente a 3 grupos: grupo control (grupo C)
(n=20); grupo quemado (grupoB) (n=52) y el grupo que-
mado +ketamina (grupoK) (n=52). Las ratas del grupok
recibieron una inyeccién intramuscular de ketamina
(40mg/kg) después de 15min de producirse la lesién por
quemadura, mientras que a las del grupo B se les inyect6 igual
volumen de solucién salina. Se sacrificaron 8 de cada uno de
los grupos K y B, a las 3, 6 y 24h después de la inyeccién. Se
cosecharon muestras de todos los grupos para detectar HSP70
mediante analisis de Western Blot. Se evalud la condicién de
supervivencia de las ratas restantes de cada grupo a las 3, 6,
12, 24, 48, 96, 192 y 240 h.

Deteccién de proteina de choque térmico 70 (andlisis
Western blot)

El tejido miocdrdico y cerebral se descongeld, se desmenuzé
finamente, se pesé y lavé con solucién salina fria con tapén
fosfato y se homogeniz6 sobre hielo. El producto homogeni-
zado se centrifugd a 20.000rpm a 4°C durante 30 min. Las
muestras de proteina se hirvieron durante 10min a 100°C;
luego se separaron con electroforesis en gel de dodecil sulfato-
policrilamida sédica (SDS.PAGE) y se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa. Luego de bloquear con leche des-
grasada en polvo al 5% en solucién salina tamponada con
Tris con 0,1% Tween 20 (TBS/T) durante 1h a temperatura
ambiente, se lavaron las membranas 3 veces durante 10 min
en TBS/T y luego se incubaron de un dia para otro a 4°C, con
anticuerpo monoclonal anti-HSP70 conjugado a fosfato alca-
lino (SPA-810AP, StressGen) a una concentracién de 1:1000.
Las membranas se lavaron 3 veces durante 10 min en TBS/T y
luego se incubaron con los anticuerpos secundarios conjuga-
dos de peroxidasa apropiados. Luego de 3 lavados adicionales
con TBS/T durante 10 min, las membranas se sometieron a
reaccién con el sistema de quimioluminiscencia mejorado y
luego se expusieron sobre laminillas. Se cuantificaron los nive-
les de proteina por densimetria utilizando Quantity One V4.62
(Bio-Rad).

Analisis estadistico

Todos los valores se expresan como +error estindar de la
media (SEM). La significacién estadistica de las diferencias
entre grupos se evalué mediante andlisis de varianza unidirec-
cional y las diferencias dentro de grupos mediante la prueba
t de Student no apareada, utilizando el software SPSS11.0. Se
aplicé la prueba exacta de Fisher a los datos de supervivencia.
p<0,05 se considerd estadisticamente significativo.
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Figura 1 - Comparacién de las tasas de supervivencia en el
grupo control (Con), en el grupo quemado y en el grupo
quemado + ketamina.

*p <0,05 vs. grupo quemado.

Resultados
Estado de supervivencia

En el grupo C no murié ningin animal en las primeras 240 h.
La tasa de supervivencia de las ratas con quemaduras severas
en el grupo B fue del 95% (19 de 20ratas) a las 3h, 90% (18/20) a
las 6h, 80% (16/20) a las 12h, 75% (15/20) a las 24 h, 70% (14/20)
a las 48h, 55% (11/20) a las 96 h, 40% (8/20) a las 192h y 30%
(6/20) a las 240 h. La supervivencia en el grupoK fue del 100%
(20/20) a las 3h, 100% (20/20 animales) a las 6h, 95% (19/20)
a las 12h, 85% (17/20) a las 24h, 80% (16/20) a las 48h, 80%
(16/20) a las 96h, 75% (15/20) a las 192h y 70% (14/20) a las
240h. Las diferencias en las tasas de supervivencia entre el
grupoK y el grupoB fueron estadisticamente significativas a
las 240h (p<0,05) (fig. 1).

Deteccion de respuesta al choque térmico

Los andlisis de Western blot revelaron que la expresién de
la proteina HSP70 en el miocardio en respuesta a la admi-
nistraciéon de ketamina es mas fuerte que en respuesta a la
administracién de solucién salina a las 3h (158% versus 65%,
p=0,008) y 6h (165% versus 68%, p=0,005). Adem3s, la expre-
sién de proteina HSP70 en el miocardio alcanzé su pico a las
24h (fig. 2).

En comparacién con el grupoB, la ketamina aumenté de
manera marcada el nivel de expresién de la proteina HSP70
en tejido cerebral a las 3 y a las 6 h (79% versus 51%, p=0,023
a las 3 h; versus 98%, p=0,015 a las 6 h). Mas atn, los analisis
Western blot revelaron que la expresién de proteina HSP70 en
el miocardio alanzé su pico a las 12h (fig. 3).

Discusién

En el presente trabajo no murié ningin animal debido a la
inmovilizacién ni a los procedimientos de inyeccién. El modelo
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Figura 2 - Experimento Western blot representativo sobre
la expresién de HSP70 en el miocardio de las ratas en el
grupo control (Con), en el grupo quemado y en el grupo
quemado + ketamina (A); se muestra la evaluacién
densimétrica de la expresién de HSP70 de 8 ratas
experimentales (B). Los datos (media [SEM]) muestra la
relacion de iHSP70 a B-actina.

*p <0,05 vs. grupo contrpl; #p <0,05 vs. grupo quemado.
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Figura 3 - Experimento Western blot representativo sobre
la expresién de HSP70 en el cerebro de las ratas del grupo
control (Con), del grupo quemado y del grupo

quemado + ketamina (A); se muestra la evaluacién
densimétrica de la expresion de HSP70 de 8 ratas
experimentales (B). Los datos (media [SEM]) muestran la
relacién de iHSP70 a pB-actina.

*p < 0,05 vs. grupo control; #p <0,05 vs. grupo quemado.

de quemadura, utilizado comtunmente!?, permitié una gra-
duacién mas exacta de la extensién de la quemadura, de
acuerdo con la superficie corporal, como se obtuvo con la for-
mula de Meeh. Este proceso produjo quemaduras estandar de
tercer grado. Se ha encontrado que las ratas Wistar son mds
susceptibles a las lesiones térmicas que las Sprague-Dawley'3.
La ketamina, un anestésico general, ha demostrado que pro-
duce larespuesta a choque térmico (HSR) en algunos animales
experimentales: ha aumentado la concentracién celular de la
proteina de choque térmico (HSP70) en la mucosa olfatoria®
y en la corteza cerebral de las ratas®. Sin embargo, poco
se sabe acerca de si la administracién de ketamina mejora
la supervivencia en lesién por quemadura severa. Los datos
aqui presentados brindan evidencia de que el tratamiento con
ketamina mejora la supervivencia en lesién por quemadura
severa. Esto estd ademas respaldado por los informes de Neder
Meyer y Lazaro da Silval#, los cuales afirman que los animales
anestesiados con ketamina acusaron una tasa de mortalidad
significativamente menor a la de los animales anestesiados
con la combinacién de midazolam y fentanilo.

Nuestro hallazgo de que la ketamina administrada 15 min
después de la lesién por quemadura mejoré la supervivencia
fue inesperado, considerando un reporte de que la ketamina
administrada 1h después de la lesién por quemadura no
mejoré la supervivencial®. La aparente inconsistencia entre
nuestros resultados y los del estudio anterior pueden rela-
cionarse con las diferencias en la severidad de la lesién por
quemadura y la dosis de ketamina. En el estudio anterior,
la quemadura produjo una mortalidad de 15-20% sin trata-
miento con ketamina, mientras que en nuestro estudio la
quemadura produjo un 70% de mortalidad. En el estudio ante-
rior, la dosis de ketamina fue de 10 mg/kg, considerablemente
inferior a la dosis utilizada en nuestro estudio, de 40 mg/kg.
Los resultados combinados de nuestro estudio y el anterior
sugieren que puede demostrarse una reduccién en la mortali-
dad inducida por quemaduras cuando se administra una alta
dosis de ketamina en un modelo de lesién por quemadura
severa, mas no cuando se administra una dosis menor de
ketamina tras una lesién por quemadura menos severa.

Los datos aqui presentados respaldan la hipétesis de que la
ketamina induce una respuesta a choque térmico y que media
la citoproteccién contra lesién severa por quemadura a con-
centraciones tisulares clinicamente relevantes segtin la doble
evidencia: a)los anélisis Western blot revelaron que la admi-
nistracién de ketamina indujo la expresién de proteina HSP70
en el tejido cerebral y miocardico; b) después de 10 dias, la tasa
de supervivencia de las ratas del grupo K fue superior a la de
las del grupoB.

Durante la respuesta al estrés causado por quemadura,
el corazdén es particularmente susceptible a la hipoxia por-
que tiene solamente una reserva limitada de fosfatos de alta
energia. Tanto la severidad como la duracién de la hipoxia
determinan la respuesta cardiaca a un aporte de oxigeno dis-
minuido. La hipoxia y el estrés oxidativo inducen cambios
bioquimicos y funcionales, a pesar de lo cual el corazén trata
de mantener sus funciones para contrarrestar los cambios
en la tensién de oxigeno®®. En afios recientes varios estudios
han sugerido que la expresién de HSP70 puede jugar un papel
importante en la proteccién del miocardio contra isquemia,
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hipoxia, endotoxina, lesién por reperfusiéon y dafio oxidativo.
Currie et al.’”’ mostraron que un aumento en los niveles de
una determinada HSP70, inducida por estrés caldrico, se aso-
cia con proteccién contra lesién por isquemia-reperfusion.
Wischmeyer!® encontré que la administracién de glutamina
podia reducir significativamente los cambios perjudiciales en
el metabolismo miocardico y preservar el gasto cardiaco des-
pués de la re-oxigenacién, gracias al aumento de la expresién
de HSP70 inducida por la glutamina. El trauma por quemadura
produjo un incremento en la presién ventricular izquierda y
puede mejorar el desempeno ventricular'®,

Laisquemia y la hipoxia constituyen las causas primordia-
les de lesién cerebral luego de una quemadura severa. Varios
estudios han demostrado que HSP70 juega un papel neuro-
protector en modelos animales de lesién cerebral isquémica y
traumatica?’?!,

Ademas del papel bien estudiado de la HSP70 como chape-
rona molecular que ayuda al correcto plegado de proteinas, se
han descrito otros nuevos mecanismos mediante los cuales la
HSP70 puede prevenir la muerte celular???3. Ahora sabemos
que la HSP70 regula la muerte celular por apoptosis, tanto
en forma directa al interferir con la funcién de varias pro-
teinas que inducen la muerte celular por apoptosis, como en
forma indirecta al aumentar los niveles de la proteina anti
apoptosis bel-2. Lee et al.?3 encontraron que los ratones knoc-
kout de HSP70 presentaban significativamente mas infartos
de miocardio que los ratones silvestres. Otra investigacién
sobre mecanismos de esta proteccién in vitro ha demostrado
que la ketamina ejerce efectos neuroprotectores al inhibir la
fosforilaciéon del factor de transcripcién c-Jun, el cual juega
un papel significativo en la inhibicién de la apoptosis celular
y la supervivencia de las células?*. Segin las observaciones
en el presente estudio, sugerimos que la ketamina juega un
papel importante en la proteccién miocérdica y neuronal, al
aumentar la expresién de la HSP70 en ratas, luego de quema-
duras severas, y por ende, aumentando la supervivencia de
estas. Yu el al.?® reportaron que la ketamina puede suprimir la
produccién y la actividad de las citoquinas pro-inflamatorias
TNF-alfa, interleucina-6, factor nuclear kappaB y receptor tipo
Toll 2 0 4 en los pulmones. Estos efectos se correlacionaron con
una mayor supervivencia en sepsis relacionada con lesiones.

Conclusiones

La terapia con ketamina mejora la supervivencia en lesién por
quemadura severa. Este efecto beneficioso posiblemente se
logra a través de la produccién de la respuesta al choque tér-
mico (HSR), como lo evidencia la expresién de la proteina de
choque térmico 70 en tejido miocdardico y cerebral. Se necesi-
tan experimentos mas extensos y especificos para descubrir
los mecanismos moleculares exactos mediante los cuales
la ketamina ejerce sus efectos. Tal conocimiento pudiera
conllevar a enfoques terapéuticos que finalmente pudieran
utilizarse en la practica clinica.
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