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1. JUSTIFICACION



La isquemnia intestinal, generalmente como tromboembolismo mesentérico,
define por si misma un cuadro clinico-patolégico preciso que afecta a un nimero
creciente de enfermos; para los cuales es, con frecuencia, causa de muerte.

Oservaciones recientes, clinicas y experimentales, han evidenciado que,
ademds de en la situacién anterior, el dafio sobre el tubo gastrointestinal por
isquemia puede aparecer en la evolucién de miiltiples procesos, sobre todo del
ambito quirirgico, donde hay un defecto de perfusién sanguinea producido por
la interrupcién del flujo debido a causas locales o sistémicas.

Las especies moleculares denominadas radicales libres de oxigeno, generados
en la reperfusidn que necesariamente ha de seguir a la isquemia si se pretende
mantener la vitalidad celular, al actuar en el intestino, producen un dafio de
especial significaciébn. Se ven implicados en la patogenia de entidades tan
importantes como el fallo multiorgénico, presente en muchos pacientes en el
postoperatorio inmediato durante su ingreso en unidades de cuidados intensivos.

Con la intencioén de participar en los nuevos avances de la fisiopatologia de
la isquemia-reperfusién intestinal, entre los que se incluyen los efectos de los

radicales libres de oxigeno, se disefia un modelo experimental que remeda
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circunstancias quirnirgicas concretas de isquemia intestinal. Sobre éste se estudia
la peroxidacién lipidica, como parte importante de los trastornos bioquimicos
que se producen, los cambios estructurales inducidos y el posible papel protector
que tiene en estas situaciones un antioxidante. Se valoran los cambios en el nivel
de malondialdehido y las alteraciones histol6gicas y ultraestructurales de la
mucosa intestinal sometida a isquemia normotérmica y los efectos que tienen la
reperfusion y la administracién de alopurinol.

Con este trabajo se pretende profundizar en el conocimiento de los fen6menos
metab6licos que acontecen en circunstancias reales del quehacer quirtrgico y
buscar férmulas que nos permitan mejorar la atencién de algunos de nuestros

enfermos ante los que generalmente nos sentimos muy impotentes.



2. ESTADO ACTUAL DEL TEMA



2.1. Introduccién



La palabra isquemia deriva de las griegas "ishein", carencia, y "haima", sangre.
Se define entonces como isquemia intestinal a aquella situacién en la que el
intestino se ve privado del suficiente aporte sanguineo y por tanto de oxigenoy
los nutrientes necesarios para conservar su metabolismo e integridad celular.
Este ‘concepto se ha de completar, como recomiendan Johnson y Weil,
considerando la falta de eliminacién de CO, y por tanto su exceso en el tejido
intestinal con isquemia’,

Las enfermedades circulatorias, fundamentalmente isquémicas, en Asturias,
en el afio 1990, han sido responsables del 38.5% de la mortalidad, porcentaje
que asciende al 43.7% en la franja de edad comprendida entre los 75 y 84 aiios
y al 55.6% en aquellos mayores de 85 afios’,

A nivel digestivo la isquemia intestinal es el trastorno circulatorio més
importante, responsable de forma directa de un nimero cada vez mayor de
ingresos hospitalarios y de una gran mortalidad, del 57 al 85% de los casos,
incluyendo series con técnicas que permiten diagnésticos precoces y las mds
optimistas medidas terapéuticas®*®. Es, ademds, un factor intimamente

implicado en el compromiso evolutivo de entidades tan frecuentes como el fallo



9

cardiaco, shock, peritonitis o enfermedad vascular aterosclerdtica o inflamatoria.
Relacionada, segliin algunos autores, con el sindrome de fallo multiorganico
presente en muchos enfermos postquirdrgicos graves y asociado al 85% de las

muertes en las unidades de cuidados intensivos®’8,



2.2. Etiopatogenia de la isquemia intestinal aguda.



Se puede producir isquemia intestinal aguda, en sintesis, de dos formas
diferentes:
1) Localmente interrumpiendo el flujo a nivel arterial o venoso mesentérico

(isquemia mesentérica obstructiva).

2) A distancia por una disminucién del aporte sanguineo sin causa local

concurrente (isquemia mesentérica no obstructiva)

Se actua sobre la arteria mesentérica de forma directa cuando se producen
embolias o trombosis y en aquellas situaciones, la mayor parte en actos
quirtrgicos, donde hay laceraciones parciales o reimplantes arteriales, o bien
trasplantes parciales o totales de la viscera.

El embolismo arterial es causa més frecuente de isquemia intestinal aguda
que la trombosis’, en ambas, en situacién aguda, generalmente se produce
isquemia total, de extensién muy variable y permitiendo, por la especial
distribucién de las ramas arteriales, la posibilidad de uso de colaterales que, en

ocasiones, pueden suplir, al menos en parte, Ia carencia original.
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Las manipulaciones quinirgicas que van desde suturas simples o by-pass hasta
los reimplantes de la arteria mesentérica superior en situaciones de
traumatismos o en el curso de intervenciones por aneurismas adrticos, sobre
proétesis aortobifemorales, de alguna forma reproducen el esquema anterior, con
el posible uso de colaterales'®'"2,

Los autotrasplantes segmentarios de yeyuno sustituyendo faringe o es6fago y
los trasplantes intestinales que, aunque afin no de forma generalizada, ya se
estan realizando en la actualidad, obligan a la interrupcion total del flujo y de
la continuidad de la luz intestinal aislando el segmento intestinal de forma que
pierde toda capacidad de uso de colaterales. Se produce asi una interrupcion
brusca del flujo y una revascularizaci6én tambien r4pida sin el concurso de
colaterales!>*15,

Se produce isquemia de forma indirecta, por el éxtasis y el edema de la pared
intestinal, o de forma directa, segdn los casos, en situaciones de estrangulacién
herniaria, obstruccién por adherencias, vélvulo e invaginaciones intestinales;
donde no se puede recurrir al uso de colaterales para la reperfusiéon y se asocian
fenémenos en relacién con la creacion de una asa intestinal ciega’®, Tambien
es secundaria la isquemia intestinal que sigue a la trombosis venosa mesentérica
primaria o la que aparece en casos de hipertensién portal, infecciones
intrabdominales, carcinomatosis o estados de hipercoagulabilidad como los que
aparecen en situaciones de deficiencia de proteina S o C, de antitrombina III,
policitemia vera, trombocitosis postesplenectomia o uso de contraceptivos
orales! 7181920

Se consideran causas de isquemia mesentérica no oclusiva el shock, los
estados de bajo flujo, la terapia vasodilatadora, las fistulas artertovenosas, el
feocromocitoma, la hemodislisis y los bypass cardiopulmonares #2223
Se produce una isquemia en la que disminuye ademdés el potencial compensador
de las colaterales manteniendo sin embargo indemne la continuidad del tubo
intestinal.

Las peculiaridades anatémicas del arbol vascular intestinal y las diferentes
posibilidades en lo que respecta a la forma de disminuir el flujo sanguineo hacen

imposible el desarrollo de un disefio experimental que responda de forma
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general a todos los perfiles posibles.
2.2.1. CIRCULACION MESENTERICA

Al dafio efectuado por el déficit de oxigeno y nutrientes propio de la isquemia
intestinal contribuyen diversos factores. A nivel general destaca la perfusion
sistémica; de hecho en condiciones normales el 25% del gasto cardiaco se dirige
al tracto digestivo, demostrdndose por técnicas de lavado de gases que el flujo
se situa entre 500 y 600 ml./minuto®, La carencia de oxigeno a nivel tisular,
mas que el deficit de cualquier otra sustancia, es quien define la viabilidad
tisular en situaciones de bajo flujo®®. Con la isquemia intestinal disminuye el
flujo sanguineo y afecta esta circunstancia al transporte de oxigeno (DQO,) y
secundariamente al metabolismo aerobio en funcién de la capacidad de
compensacién de pardmetros como la hemoglobina, la saturacién de O, y todos
aquellos que regulen el sistema circulatorio espldcnico. Otro factor a tener en
cuenta para definir la correcta oxigenacion de los tejidos es el consumo de
oxigeno (VO,), relativamente independiente del DO,*%. El DO, normal es de
aproximadamente 1000-1200 ml/minuto y el VO, de 250 ml/minuto. Sélo se
reduce el consumo de oxigeno por isquemia cuando se consigue reducir al menos
un 40% el transporte de oxigeno, esto en el perro se consigue cuando el flujo
ileal desciende por debajo de 30 ml/min®, y se entra en la fase en la que el
consumo depende directamente del transporte y éste unicamente del flujo si se
mantienen invariables la saturacién y la hemoglobina.

De forma local tienen especial influencia sobre la circulacién mesentérica la
extension del flujo colateral y la reaccidon de los vasos mesentéricos a los
estimulos vegetativos, sustancias vasoactivas circulantes, factores humorales
locales y productos normales y anormales del metabolismo celular generados

antes y después de la reperfusion del intestino isquémico®.
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2.2.1.1.Flujo colateral

El intestino delgado mesentérico, irrigado por la arteria mesentérica superior,
recibe circulacion colateral tanto de comunicaciones con las ramas del tronco
celiaco como con ramas de la arteria mesentérica inferior’* (Figuras 1y 2).
Es rara la situacion en que manteniendo la permeabilidad de alguna de los
anteriores vasos principales se produce isquemia mesentérica sintomatica®, de
hecho se ha comprobado experimentalmente que la isquemia mesentérica
superior determina un incremento del flujo de la arteria hepética y de la
oxigenacién en el sistema venoso portal®*>,

Las colaterales extraparietales existen tanto a nivel de arcos primarios,
secundarios o terciarios como a nivel de las arterias marginales de Drummond
o el arco de Riolano® (Figura 3). A nivel de la pared intestinal existe un plexo
vascular muscular externo y de éste partenm, en direccion a la mucosa y
atravesando la muscular, vasos que forman posteriomente el rico plexo
submucoso. De este ultimo sale una arteriola central que pierde su capa
muscular y se arboriza constituyendo la red capilar subepitelial vellositaria.

En ios plexos de la muscularis, submucosa y mucosa se forman tres circuitos
en paralelo que a su vez estdn controlados por una serie de componentes
dispuestos en serie: las arteriolas de resistencia, los esfinteres precapilares , los
capilares, los esfinteres postcapilares y los venulas o vasos de capacitancia
(Figura 4)*.

Las arteriolas son el primero y mayor determinante del flujo sanguineo al
lecho esplacnico, definido por la diferencia entre la presion hidrostética arterial
y venosa y la resistencia vascular que a este nivel se ofrece (ley de Ohm). Los
esfinteres precapilares y postcapilares, distales a las anteriores, contribuyen poco
a la resistencia vascular y su papel se centra fundamentalmente en el interambio
transcapilar de fluidos y solutos. Las vénulas y resto de vasos de capacitancia
intervienen poco en la regulacién del flujo y su funcién se centra en definir el
volumen de sangre secuestrada en el sistema circulatorio espldcnico, que puede

representar hasta el 30% del volumen sanguineo circulante*.
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Figura 1. Red de colaterales de la arteria mesentérica superior e inferior en el
humano. Modificada de Klomblith PL y cols.®. MC=c6lica media, RC=c6lica
dercha, RCMC=c06lica derecha y media comiin, SM=mesentérica superior.

IM =mesentérica inferior
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Arteries ol the gastrointestinal tract, dorsal aspect. A. stomach; B. spleen € pancreas; D. duodenum; £. Jejunum
a celiac, 2, a. lienahs. 2°, rr. gastrici, breves. 3, a. gastrica sin.. 4, a

linterrupted); F. ileum: G, cecum; M, colon: /. rectum. 7

hepatica: 5, a. gastreduodenalis; 5, a. gastroepiploica dextra, 7, a. gastrica dextra, §, a. pancreaticoduodenalis cran.; 9, a. mesen-
tetica cran.; 10, 8 colica media: 1), a. pancreaticodvodenalis caud.; 12, 8. colica dextra; 13. aa. jejunales: 14, a. ileocecocohica
15 ¢ colicus; 16, ei; 17 r cacalis; 14, a. mesenterica caud.. 19, a. colica sin ; 20. a. rectalis. {Drawing by B. Ruppel)

Figura 2. Circulacién arterial del sistema gastrointestinal de la rata. Tomado de

Hebel R. y Stromberg MW.%.,



Figura 3. Fotografia con transiluminacién del mesenterio.
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2.2.1.2. Factores auténomos

Dependientes del sistema nervioso simpético, y en menor medida por
catecolaminas circulantes. La disminucién del flujo sanguineo se asocia a
vasoconstriccién desproporcionada de los lechos venosos poscapilares, accién
que mediada por los receptores alfa-adrenérgicos trastorna el funcionamiento
de los vasos de capacitancia®. Al cabo de pocos minutos y por el escape
autorregulatorio en el que intervienen receptores beta-adrenérgicos se
incrementa el flujo sanguineo hasta niveles casi normales, aunque de forma
transitoria ya que si se prolonga se produce vasoconstriccion activa mediada por
otros factores que persisten incluso después de corregir la causa primaria del

descenso del flujo?.

2.2.1.3. Factores humorales

Son la angiotensina Il y la vaSopresina los principales peptidos vasoactivos,
otros como el péptido intestinal vasoactivo (VIP), el glucagén o la prolactina
tienen una capacidad de accién mucho menos determinante'®. La vasopresina se
produce como consecuencia de la hipotensién general y actua produciendo
vasoconstriccién de forma preferente sobre la circulacion mesentérica®. Por
su parte la angiotensina II tambien produce vasoconstriccion esplacnica y de
hecho se podria justificar la isquemia mesentérica en estados de bajo flujo por
el mayor nimero y la gran afinidad de los receptores de angiotensina 1I en el
miisculo liso vascular de los vasos mesentéricos>. Ademés cuando se bloguea
el eje renina-angiotensina, con nefrectomia o con un inhibidor selectivo de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA), la disminucion de flujo y
resistencias por vasoespasmo de la arteria mesentérica superior, asi como el

grado de lesién tisular, disminuyen notablemente®,
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2.2.14. Factores locales

Intervienen precozmente las endotelinas (tipo 1, 2 y 3), liberadas por las
células endoteliales, cuyo aumento, junto al descenso de los niveles del factor
relajante del endotelio, desencadena un intenso vasoespasmo™+*,

La hiperpotasemia, la hiperosmolaridad sanguinea, la disminucién de la
tensi6én local de oxigeno, la adenosina, la concentracién elevada de didxido de
carbono que produce acidosis local, asi como algunos metabolitos del acido
araquidénico como la prostaglandina E2 y la prostaciclina, potentes
vasodilatadores, actuan en situaciones de isquemia intestinal sobre los vasos de

resistencia produciendo hiperemia local en una fase mas tardia’®**.,
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2.3. Fisiopatologia de la isquemia-reperfusién del intestino
delgado.
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En las ultimas décadas, desde el descubrimiento de la enzima superdxido
dismutasa (SOD) en 1968%, se han introducido nuevos conocimientos en la
fisiopatologia de los trastornos circulatorios. La utilizacién de este enzima,
detoxificador del radical superéxido, permitié estudiar la relacién entre la
formacién de radicales libres de oxigeno (RLO) y los fenémenos de isquemia-
reperfusion intestinal®®. El dafio producido en la reperfusién surge en el
momento en que se restablece el flujo sanguinec en el area intestinal con
isquemia. Se caracteriza por la apariciébn de un intenso vasoespasmo y la
presencia de lesiones en la mucosa intestinal mediados por la accién de los RLO

de forma directa o a través de la activacién de los neutr6filos.

2.3.1 ISQUEMIA Y ALTERACIONES DEL EQUILIBRIO DEL Ca?*:
EFECTOS PRERREPERFUSIONALES

Cualquier 6rgano sometido a isquemia presenta incialmente alteraciones a
nivel molecular y sélo tiempo después lesiones visibles en la célula

parenquimatosa y resto de componentes del tejido. La tolerancia de cada tejido
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u 6rgano a la isquemia es muy variable y los signos clinico-patolégicos de
necrosis aparecen en diferentes momentos y después de deficits perfusionales de
muy diferente orden. Sin embargo, algo comin a toda isquemia, independiente
del tejido u 6rgano al que afecte, por tanto valido para el intestino, es la
depleccién de fosfatos de alta energia: adenosintrifosfato (ATP)*. Este deja
de ser sintetizado en el ciclo de Krebs y es degradado a hipoxantina, pasando
por adenosinmonofosfato (AMP), adenosina e inosina*. Este ATP eliminado
puede ser regenerado, en el caso de la mucosa intestinal, si el tiempo de
isquemia no sobrepasa los 30 minutos *.

Una de las consecuencias de la caida energética, de gran trascendencia
metabdlica, es la elevacién del Ca®* citosélico a expensas tanto del existente en
el ambiente extracelular como del intracelular. Esto es debido a la inactivacién
de la ATPasa de la membrana citoplasmitica que no puede mantener el
gradiente normal de Ca®*, con una concentracién del orden de 10.000 mayor en
el exterior, y a la liberacion del existente en el reticulo endoplasmico y las
mitocondrias, debido a la pérdida del sistema electrogénico ("motor de
protones”) situado en la cara interna de la membrana mitocondrial y relacionado
con la fosforilacién oxidativa®*’. Esta distribucién del Ca’* afecta a un
complejo sistema enzimaAtico con diferentes mediadores y receptores que regulan
el funcionamiento de enzimas citosélicas calcio-dependientes .

Destacan de los efectos de la elevacién citosélica del Ca®* los siguientes:

1. Activacién de proteasas citosélicas Ca®*-dependientes

2. Activacion de la Fosfolipasa A2,

1. Esta activacién es responsable de la alteracién citoesquelética, reflejada en
cambios morfol6gicos celulares ("abollonamiento"), consecuencia, en parte, del
efecto directo que sobre alguno de sus constituyentes (caldesmon, gelsolina,
villina, vinculina, etc.) tiene la elevacion del calcio intracelular .

Debido a una proteolisis limitada e irreversible, mediada por la accién de la

calpaina, proteasa calcio-dependiente, se produce la conversién de xantin
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deshidrogenasa (XD) en xantin oxidasa (XO). Este cambio de forma de una
misma enzima (de D a O), que podria ocurrir también por oxidacion de puentes
sulfidrilo®, es muy importante para entender los cambios que ocurren en la
reperfusion. Mientras que la XD utiliza como sustrato NAD para convertirlo en
NADH la XO usa O, que al reaccionar con la hipoxantina, producto de la
degradaciéon de ATP en la isquemia, da lugar a la formacién de radical
superéxido y per6xido de hidrégeno®(Figura 5).

El paso de la forma D (deshidrogenasa) a la O (oxidasa), que se hace de
forma completa en 10 segundos en la isquemia total del intestino delgado®, es
clave en la hipétesis de Granger y queda demostrado midiendo los niveles de
XO y XD, como hizo Friedl”’, en el plasma eferente después de isquemia,

Otra enzima citos6lica calcio-dependiente que requiere ademas para su accién
la presencia de calmodulina y fosfato de nicotinamin adenin dinucledtido
(NADP) es la sintetasa del 6xido nitrico o factor relajante derivado del
endotelio (FRDE), presente en las células endoteliales y neutrofilos y que regula
la sintesis de 6xido nitrico a partir del amino4cido L-arginina*’. El descenso del
nivel del 6xido nitrico con la isquemia,y por tanto del mediador de su accidn el
monofosfato ciclico de guanosina (cGMP), debido a los cambios de
concentracién de calcio, justifica la pérdida de la accién vasodilatadora y por
tanto parte de la vasoconstriccion caracteristica del momento. Circunstancia que
se prolonga durante la reperfusi6bn por accién de los radicales libres de

oxigeno®**,

2. La activacion de la Fosfolipasa A2 debido al desajuste célcico conduce a
la liberacién de productos del 4cido araquidénico al ser metabolizados los
fosfolipidos de membrana. Estos metabolitos tienen accion directa sobre la
microcirculacién y van a participar de forma destacada en el dano mediado por

el neutréfilo en la reperfusion’®?~,
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' . Xantin Deshidrogenasa
Hipoxantina + NADY —— = Acido drico + NADH

oxidacidén de feolisi
sulfidrilos Droteollsls

limitada

Xantin Oxidasa _
Hipoxantina + o2 Acido uUrico + Hy05, + 05

Y

Figura 5. Transformacién de la xantin deshidrogenasa en xantin oxidasa.
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2.3.2. HIPERCAPNIA CELULAR

La degradacién de ATP y produccién de 4cido lactico que acompaiia a la
hipoxia conduce al incremento de la concentracién de hidrogeniones (H*). El
bicarbonato (HCO?) es utilizado como tamp6n y se genera diéxido de carbono

(CO,) en grandes cantidades.

H* + HCO, __ H,0 + CO,

La hipercapnia aparece precozmente con la isquemia, no presenta correlacién
con las alteraciones histolégicas halladas y revierte rdpido con la reperfusién’®.

Cuando disminuye el flujo sanguineo la pCO, se eleva de forma proporcional
al grado de restriccion aunque la producciéon de CO, sea normal debido al
inadecuado flujo venoso®®. El gradiente de pCO, venoarterial se ha visto
aumentado rdpida y proporcionalmente en circunstancias de bajo flujo en
diferentes 6rganos entre los que se incluye el intestino delgado™.

La determinacién del incremento de la pCQO, celular y el posterior célculo del
pH intramucoso por medio de la ecuacién de Henderson-Hasselbach se utiliza
en la actualidad como indicador de isquemia®’, sin que su significado y

trascendencia fisiopatoldgica hayan sido ain descubiertas.
2.3.3. DEFINICION DE RLO

Un radical libre es cualquier molécula o atomo que contiene uno 0 maés
electrones no apareados en su 6rbita mas periférica. Esta situacion los hace
extraordinariamente activos y tienden a ceder el electron, a aceptar otro o a
unirse a un no radical para estabilizar su electrén de valencia. Asi se forman
nuevos radicales libres segin la reaccién genérica: RH + OH: R+

H,0, punto de partida de nuevas reacciones en cadena®® .
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2.3.4. FORMACION DE RLO

En condiciones normales las células metabolizan, por sistemas intracelulares
como el complejo citocromo-oxidasa mitocondrial, el 97% del oxigeno molecular.
Se produce una reduccién tetravalente y se forman dos moleculas de agua. El
3% restante no utiliza esta via metabélica sino que se reduce de forma
univalente y generan productos toxicos como el radical superdxido (O, ), el
per6xido de hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo (OH')”, este iiltimo es el
mas nocivo por ser altamente reactivo y carecer de sistema enzimditico de
depuracién®. El radical superéxido, sin embargo, es metabolizado de forma
espontanea al reaacionar con protones o iones metdlicos, o, mucho mas
rapidamente, por catdlisis enzimdtica de la metaloenzima SOD, de la que
existen dos formas; una con Cu y Zn en el citosol y otra con Mn en la

mitocondria; segin la reaccién:

02_. - H202

El peroxido de hidrégeno formado ha de ser a su vez metabolizado, por la
glutation peroxidasa o bien por la catalasa. La primera es una selenoenzima

localizada en el citosol y en la mitocondria y cataliza la reaccion:

2GSH + H,0, ~ GSSG + 2H,0

L

La catalasa, sin embargo, se encuentra en los peroxisomas donde ademds
residen varias flavin oxidasas que tambien generan radical superéxido. Interviene

en la reaccion:

2H,0, _ 2H,0 + O,

Presentan un papel defensivo adicional la fosfolipido hidroperéxido glutation
peroxidasa, que es similar a la glutation peroxidasa pero que actua

especificamente sobre los hidroper6xidos lipidicos, y la DT diaforasa que inhibe
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la transferencia univalente de algunas quinonas.
Cuando, en las cirunstancias que fuere, fracasen o se vean desbordadas las
anteriores enzimas y se acumulan excesivas cantidades de O, y H,0, existe la

posibilidad de que se produzca radical hidroxilo a través de la reaccién de
Haber-Weiss:

O, + H,0, . OH + OH + O,

O bien por la reaccién de Fenton y Jackson:
H,0, + Fe* OH" + OH + Fe**

El radical hidroxilo no se puede eliminar ni formar con ningin sistema
enzimdtico y resulta de la suma de las reacciones que generan radical
super6xido y peréxido de hidrégeno.

Esta produccién y eliminacién fisiolégica de algunos radicales libres puede
desequilibrarse en trastornos circulatorios como la isquemia-reperfusion donde
el exceso de formacién supera la capacidad de limpieza ("scavenging”) de la
célula®?,

En procesos de isquemia-reperfusién del intestino delgado se han podido
demostrar de forma directa las variaciones en los niveles de radicales libres
utilizando quimioluminiscencia y resonancia de spin electron®**®, Se
consigui6 calcular la luz que emitia el luminol oxidado y cuantificar la cantidad
de radical libre secundario estable al reaccionar la hidroxilamina (OXANOH)
con radicales libres de oxigeno, muy inestables y dificiles de cuantificar. Asi se
observd que los radicales libres de oxigeno son producidos en el intestino
durante la reperfusion después de un periodo de reduccion del flujo y que, en
el gato, después de periodos de isquemia de sesenta minutos, habia una
significativa correlacién entre el dano histoldgico y la formacién de radicales

libres®©,
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La génesis de estos radicales en la reperfusién se explica por una depleccién
de adenosintrifosfato (ATP), degradado hasta Hipoxantina y la accién del
enzima Xantin-oxidasa que en presencia de oxigeno cataliza la reaccion que

conduce al radical per6xido*(Figura 6).



28

I
0

i
' Y
ADP
= |
e Y
8 amp
2 1
Adenosine .
»ER i l xanthine Behydrogenose
~
Inosine Ca™" ¢ Calpein
|
| Xanthine Oxidase

Hypoxanthine / = 0T+ Hzoz + Urate
Q.

Reoxygenation — >
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2.3.5. EFECTOS DE LOS RADICALES LIBRES A NIVEL MOLECULAR

Los RLLO actuan fundamentalmente como oxidantes e interactuan con especies
moleculares tanto intra como extracelulares.

Sobre las proteinas pueden reaccionar con aminodcidos que contienen el
grupo tiol y desnaturalizarlas, producir entrecruzamientos cataliticos "cross
linking", polimerizarlas, degradarlas o inhibir su accién enzim4tica®”®,

A nivel de los 4cidos nucleicos se han demostrado alteraciones en la
transcripcidn, traslocacién y replicacién del DNA, aumentando el riesgo de
mutaciones y muerte celular, por rotura y alteraciones de las bases piricas y
pirimidinicas por hidroxilacién, particularmente a través del H,O, por la
reaccién de Fenton, y produccién de entrecruzamientos cataliticos en los que
tambien participa el malondialdehido, al interaccionar con los grupos amino del
ADN®,

En el caso de los carbohidratos los RLO inactivan la via de la gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), hacen descender el nicotin adenin
dinucle6tido (NAD) y producen una discreta acidosis y un aumento de la
concentracién de calcio intracelular. Ademds al actuar sobre los grupos
glucosamina (CH-NH), por mediacién del aldehido mal6nico, se producen
alteraciones en los receptores de superficie de la membrana plasmatica®.

El efecto que tienen los RLO sobre los lipidos se denomina de forma genérica
peroxidacién lipidica y hasta hace varias décadas s6lo se la relacionaba con la
quimica de los aceites y las grasas y su interés se centraba en el campo de la
tecnologia de los alimentos. Fue Tappel en 1962 quien primero sugirié la
posibilidad de que la peroxidacién lipidica es un proceso clave para el
conocimijento de la forma en que se produce, en determinadas circunstancias, el
dafio celular sobre las membranas plasméticas. Inicialmente se observé que
estaba en relacién con la deficiencia en el aporte de vitamina E u otros

antioxidantes de la dieta™,
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2.3.6. PEROXIDACION LIPIDICA

En la actualidad los fendmenos de isquemia-reperfusién tisular son una de las
circunstancias que méis estd potenciando el desarrollo y estudio de la
peroxidacién lipidica tisular que, de forma arbitraria, se puede dividir en tres

fases: Iniciacién, propagacién y terminacién.

Iniciacién: Comienza con la acci6n de un radical libre sobre las cadenas
alquilo de un 4cido graso poliinsaturado (AGPI) que puede estar formando
parte de la doble capa fosfolipidica de la membrana plasmatica. El ataque afecta
al hidr6geno unido a un 4tomo de carbono de un grupo metileno situado entre
dos dobles enlaces, con una relativa baja energia de disociacién (75 Kcal/mol),
que lo hacen particularmente sensible a la agresion.

Se constituye asi un radical lipidico por la acciéon de RLO como el anién
superdxido, el peréxido de hidrégeno o el radical hidroxilo. El primero es
insuficientemente reactivo para extraer H* de de los lipidos y ha de reducirse
(HO,), constituyendo una forma mdis reactiva. Por otro lado del radical
hidroxilo, con gran capacidad de reaccion,se desconoce como es capaz de migrar
desde su sitio de ofigen hasta la membrana celular para ejercer su accién”.

El radical lipidico con el 4tomo de carbono activado reacciona facilmente con
el oxigeno y forma un radical peroxilipidico. Este, mds tarde, puede extraer un

hidrégeno de un carbono vecino y formar un endoperéxido lipidico.

Propagacién: Se entra en esta fase cuando un radical endoperéxido reacciona
con otro AGPI para formar hidroperéxido y un nuevo radical lipidico o cuando
el endoperéxido lipidico se metaboliza para formar malondialdehido, el mas
comun de los productos de la peroxidacién lipidica susceptibles de cuantificacién
debido a su relativa estabilidad.

La descomposicién de los hidroperoxidos, catalizada por hierro u otro metal
de transicion, origina radicales alkoxi y peroxiradicales, amplificando la
propagacién y dando una segunda generacién de radicales libres que pueden

iniciar nuevos hidroperéxidos lipidicos.
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Por otro lado el MDA reacciona con grupos epsilon-amino de proteinas
formando bases conjugadas de Schiff (Figura 7). También se forman un gran
numero de aldehidos: alcanos, alquenos, 4-hidroxialquenos, alcadienos, etc. asf

como pequeiias cadenas hidrocarbonadas como etano y pentano’®.

Terminacion: Se considera que acaba la formacién de radicales lipidicos
cuando se combinan dos radicales libres dando un producto estable. Esto ocurre
al reaccionar con otro lipido, proteinas, carbohidratos o 4cidos nucleicos en el
entrecruzamiento catalitico ("cross linking").

Las consecuencias de la peroxidacién lipidica de las membranas celulares se
detecta en la pérdida de regiones hidrofébicas en los fosfolipidos y los
consiguientes incrementos en la permeabilidad que se expresan en el
hinchamiento de mitocondrias y vacuolizacidn del reticulo endoplsmético que

aparecen en los estudios ultraestructurales™ ™
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Figura 7. Secuencia de fenémenos de la peroxidacién lipidica.
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2.3.7. PAPEL DEL NEUTROFILO

El neutréfilo en el compartimento vascular sin flujo se situa marginalmente
y se adhiere de forma muy laxa al endotelio. Se dice que estd secuestrado, en
procesos inflamatorios, cuando se fortalece esa adherencia al intervenir
receptores glicoproteicos de la membrana celular y se traslada al intersticio®®.

Antes de poder ejercer su accién lesiva tisular ha de ser conducido al sitio de
accién (quimiotactismo), adherirse al endotelio y pasar finalmente, por
diapedesis, al espacio subendotelial e intersticio tisular.

Aunque se considera que los radicales libres participan en la quimiotaxis de
neutréfilos activados en el tejido reperfundido atn no se conoce bien el
mecanismo por el que lo llevan a cabo de forma directa”. Ha sido en cambio
bien estudiada la forma en que lo hacen de forma indirecta a través de los
derivados del 4cido araquidonico y fragmentos del sistema complemento. La
liberacién de radicales libres de oxigeno produce un aumento del calcio libre
intracelular y Ja activacién de la fosfolipasa A2 con la consiguiente generacion
de 4cido araquidénico y derivados, de tal forma que inhibidores de la formacion
de radicales libres evitan la liberacién de metabolitos del dcido araquidénico en
la reperfusién™.

Dentro de los productos del 4cido araquidénico con destacada capacidad
quimiotdctica destacan el tromboxano A2 y el leucotrieno B4 y del sistema
complemento el fragmento CS5a, de especial trascendencia a nivel
intestinal”’®”.  Adem4s de los anteriores también tiene capacidad
quimiotictica otro derivado de la accién de los radicales libres sobre las
membranas: el factor activador de plaquetas (FAP)™.

Un paso adicional, necesario para producir el daiio tisular mediado por los
PMN, es la adhesion de éstos a las células endoteliales, que se puede realizar
de tres formas:

La primera es la adherencia espontanea de los neutréfilos marginales, mayor
cuanto mds lento es el flujo.

Otra forma es la gdherencia estimulada del neutréfilg, producida por el efecto
quimiotactico del LB4, TxA2, FAP, fraccion C5a del complemento, los
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formilpéptidos (FMLP), los inmunocomplejos y por la accién de las moléculas
expuestas en el endotelio lesionado. Para que tenga lugar este tipo de
adherencia se precisan receptores especificos glicoproteicos de membrana:
CD11/CD18”. Asi, anticuerpos monoclonales contra estos receptores, como el
IB4, bloquean la adhesién y protegen del dafio reperfusional™®’,

La adherencia endotelial estimulada es de intensidad similar a la anterior pero
se manifiesta m4s tarde. Estd mediada por la accién de trombina, endotoxinas,
interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-alfa) que inducen la expresidn de glicoproteinas en la superficie de las
células del endotelio: molécula de adherencia intercelular-1 (ICAM-1) y
molécula de adherencia leucocitaria y endotelial-1 (ELAM-1 o selectina-E)*,
Ademas de las selectinas, que median el primer contacto entre neutréfilos y las
células endoteliales, intervienen otras moléculas de adherencia celular, las
integrinas, que interactuan con componentes del citoesqueleto coordinando
estimulos extracelulares con acciones como la diapedesis y la fagocitosis. Esta
adherencia se ve contrarrestada por la produccién de prostaciclina y de un
inhibidor soluble por parte de las células endoteliales que de esta forma
autorregulan y limitan el proceso™.

La tltima fase previa a la activacion es el secuestro de los neutréfilos, que en
el intestino es clave en el desarrollo del dafio mediado por la isquemia-
reperfusion®, Para que ocurra los PMN han de pasar, por diapedesis, desde la
superficie endotelial al espacio subendotelial. Este fendmeno se ve favorecido
por la accion del 1.B4 y por la creacién de un gradiente de concentracién
producido por formilpéptidos (FMLP, FNLP) y C5a*%!,

Otros factores que tambien aumentan el trasiego transendotelial, incluso en
ausencia del gradiente de concentracidn, en endotelios humanos cultivados, son
la IL-1 y el TNF-alfa>.

2.3.7.1. Activacidén de los polimorfonucleares v dafio tisular

El dafio tisular producido por la activacién de los neutréfilos se puede realizar

por dos vias (Figura 8):
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A) Generacién de radicales libres de oxigeno ("respiratory burst").
B) Liberacién de enzimas lisosémicas {degranulacién).

A) La primera comienza con la interaccién de agentes estimulamtes del
neutréfilo: Fe, fragmentos de particulas opsonizadas o inmunocomplejos, C3a,
N-formilpéptidos, leucotrieno B4, &cidos grasos, endotoxinas y FAP con
receptores de membrana del neutréfilo; modificacién de proteinas-G (guanin
nucleétido) y activacién del fosfolipido C con formacién de inositol trifosfato y
acimulo de calcio intracelular. Se activa la fosfolipasa D y se hidroliza el
fosfatidilinositol formando fosfatidato y diacilglicerol. Este actua sobre la
proteinquinasa C y se fosforilizan proteinas que conducen a la génesis de

NADPH oxidasa de membrana que reduce el oxigeno (O,) a super6xido (O,):
NADPH + 20, 20, + NADP® + H”
El O, es rapidamente dismutado a peréxido (H,0,):
20, + 2H* H,0, + O,

En presencia de la mieloperoxidasa (MPO) (enzima de los grdnulos
azurdfilos) el peréxido reacciona con el cloruro (Cl') para formar Acido
hipocloroso (HOCI) y cloraminas, pudiendo formar tambien radical Hidroxilo®,
El 4cido hipocloroso en solucidn salina produce hipoclorito que es un potente
oxidante de citocromos, adenin nucle6tidos y proteinas hierro-azufradas asi como

un sustrato para la génesis de RILO, siendo este efecto rdpido e irreversible.

B) La degranulacién de potentes enzimas digestivas lisosémicas en el espacio
intercelular compromete la integridad de 12 membrana basal. Es la elastasa la
mas significativa y la que ha demostrado mas influencia en la migracién de los
leucocitos en el intersticio al actuar sobre el colageno, la fibronectina y la

laminina. Otras enzimas que tambien participan son la colagenasa y la
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gelatinasa®(Figura 9).

Hay que tener en cuenta, sin embargo, que la intervencién del neutréfilo a
nivel local es cuestionada de manera que se considera que es el mediador de las
acciones de los radicales libres producidos por la isquemia-reperfusién intestinal
en otros 6rganos como el pulmén o el higado pero que sobre el intestino
tnicamente los radicales libres de oxigeno son los responsables directos de las

lesiones producidas®,



Neutraphil

Cxypen free
raddical and
peroxide
release

L_*'j Micro-environment

7

Eadothelial
injury:
permeability and
ocdema

Endothelial cell

37

Figura 8. Unién de neutréfilo al endotelio y patogenia del dafio endotelial.
Tomado de Welborurn CRB y cols.”
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2.4. Cambios histolc’)gicos
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Los hallazgos anatomopatol6gicos de los trastornos del flujo a nivel intestinal,
en la clinica, se dividen en dos categorias bien definidas: necrosis de la mucosa
e infarto transmural®. A nivel experimental, utilizando tiempos de isquemia
que permitan reperfusiones posteriores, para la valoracién del dano intestinal
mucoso, se recurre generalmente a la clasificacién de Chiu®. Se considera
como primer grado de alteracién la presencia de espacios subepiteliales en la
punta de la vellosidad, consecuencia del aumento de la permeabilidad capilar®,
y como tltimo la desintegracién total de la 1dmina propia. A esta escala de dafio
tisular representada por cinco grados de trastorno mucoso de la vellosidad se le
pueden sumar, como propone Park y cols.¥, 3 grados mds (6,7 y 8) en los que
se incluye el infarto a nivel de la cripta, transmucoso y transmural
respectivamente.

Otra visién diferente de las alteraciones mucosas considera de forma
independiente el mimero de vellosidades afectadas por un lado y el niimero de
criptas por otro®’.

Tambien es posible cuantificar con el microscopio Optico {(en micras) la

longitud del villi, la profundidad de la cripta y el espesor total de la mucosa® %,
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Con intencién de aumentar la sensibilidad de la valoracién histol6gica algunos
autores han simplificado la escala de Chiu y medido la lesién histolégica en
distintos cuadrantes de una misma seccién intestinal®,

Haglund y cols.”® han conseguido representar de forma esquemdtica,
basandose en estudios de autores como los citados anteriormente, los diferentes
grados de alteracién mucosa en funcién del grado de isquemia-reperfusién al

que es sometido el intestino delgado (Figura 10).
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2.5. Alteraciones ultraestructurales
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De acuerdo con los cambios observados por Aho y Brown se puede hablar de
toda una serie de alteraciones que van apareciendo de forma sucesiva con el
mayor grado de isquemia-reperfusién’",

En un intestino normal se pueden ver: Enterocitos con "ribete estriado”
constituido por microvellosidades conteniendo microfilamentos en su interior y
variando de tamaio segin su localizacién en la vellosidad, més altas en las
células apicales; unidos por sistemas de conjuncién: zona ocludens, zonula
adherens y desmosomas (D) constituyendo estrechos espacios intercelulares. En
el citosol se hallan mitocondrias (M) con crestas y granulos densos en la matriz,
reticulo endoplasmatico liso (REL) y rugoso (RER) con los ribosomas
adheridos, el aparato de Golgi (AG) bien formado con algun dictiosoma,
lisosomas (L), sobre todo en el polo apical de la c¢élula, y ribosomas libres.
Ademas esta el nucleo con la doble capa fosfolipidica de la membrana nuclear
integra y la cromatina de distribuci6én homogenea junto al nucleolo®.

En un primer grado de alteracién se ve que las mitocondrias aparecen
hinchadas y la matriz es menos densa en algunas células de la parte apical de

los villi. La membrana nuclear presenta zonas irregulares y la cromatina
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comienza a agruparse. Se pueden observar algunos linfocitos entre los
enterocitos.

Con mayor tiempo de isquemia todas las mitocondrias estin edematosas y han
desaparecido los grdnulos densos. Hay dilataciones de cisternas del RE, con R
desligados. Aumenta el espacio infranuclear, se reduce el mimero de
microvellosidades a diferentes niveles y se agrupa més la cromatina.

Posteriormente el borde en cepillo se vuelve irregular, con desaparicién
parcial de microvellosidades. Los D aparecen ensanchados, algunos
distorsionados, en las células de la zona apical de la vellosidad. Hay alguna
rotura en la membrana y el RE se distiende formando amplias vacuolas. Las
mitocondrias aparecen muy hinchadas y los cambios mencionados se empiezan
a observar ocasionalmente en las células de las criptas.

Despties de una hora se empieza a hacer evidente la vacuolizacién
extracelular entre los microvilli y aparecen los desmosomas ensanchados en
todas las vellosidades. Estos dltimos cambios se acentiian mds tarde, hay una
gran vacuolizacién intracelular, amplios espacios intercelulares en los complejos
de unién, incluso en la zona de las criptas, y en los nucleos la cromatina estd
muy agrupada.

Todas estas alteraciones pueden ser ordenadas y establecer, como se hace con

la lesién histolégica una escala de grados de lesién ultraestructural®™.



2.6. Posibilidades terapéuticas
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Aunque el tratamiento mas efectivo para prevenir el dafio producido en la
isquemia mesentérica sea evitar el vasoespasmo™, una terapeiitica alternativa
es la utilizacién de agentes que atenuen los efectos de la formacion de radicales
libres de oxigeno. Asf las drogas antioxidantes pueden actuar en la reperfusién

intestinal por medio de los siguientes mecanismos de accion:

1.- Interfiriendo en los procesos de formacién de radicales libres.

2.- Bloqueando su accion.

3.- Suprimiendo la ampificacién secundaria al impedir la implicaci6n del

neutr6filo e interceptar el ataque de radicales libres secundarios u otros

componentes bioldgicos derivados.

1.- Se bloquea la formacién de radicales libres de oxigeno con el alopurinol y el

oxipurinot, su metabolito activo. Ambos son anilogos estructurales de la
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hipoxantina e inhiben, de forma competitiva y no competitiva respectivamente,
la xantinoxidasa (XO) aumentando as{ la concentraci6én de hipoxantina y
disminuyendo los niveles de 4cido trico en los homogeneizados de la pared
intestinal®***%_ El 4cido f6lico y el pterinaldehido actudn de la misma
forma que el anterior evitando la formacién de superéxido®.

Otras dos formas de inhibir la génesis de radicales libres de oxigeno es
impedir el paso de XO a XD, como hace el inhibidor de la "Soybean trypsin” o
inactivar el apoenzima de XO gue se consigue con una dieta rica en tugsteno o

deficitaria de molibdeno””%,

2.- La accién de los RLO puede ser modulada por mecanismos enziméticos o
no enzimaticos. La SOD, barredora del radical superéxido, administrada
parenteralmente o instilada a nivel local, en su forma bovina o humana
recombinante, ve limitados sus efectos por la corta vida media de su molécula
(seis minutos aproximadamente).Se han utilizado inmunoglobulina humana [gAl,
polietilenglicol o liposomas con la intencién de prolongarla, llegando en algunos
casos a conseguir una vida media de 40 horas **%7, La catalasa, que elimina H,0,
y evita la formacidn del radical hidroxilo a través de las reacciones de Haber-
weiss y Fenton, tambien puede ser de utilidad y para aumentar su vida media,
tambien corta, se puede recurrir a las mismas férmulas que se utilizaron
anteriormente®*?’,

Los "Scavengers" no enziméticos reaccionan directamente con los RLO para
formar productos menos reactivos y entre ellos destacan: CuDIPS, cobre(Il}
(4cido 3,5-diisopropilsalicilico), CuMeTIM, CuTIM, CuDIM, Desteral-Mn (DF-
Mn,), con una actividad similar a la SOD. El manitol, la albimina, el
dimetilsulf6xido, la dimetiltiourea o los "lazaroides” (21-aminoesteroides) como
el U74006F tambien son "scavengers" de RLO y/o hidroperéxidos
lipidicos®"%. Otros compuestos que bloquean la acci6n de los RLO al
interferir en la formacién de radicales hidroxilo mediada por las reacciones de
Haber-Weiss y Fenton son los quelantes de los metales de transicion: la
deferroxamina, que secuestra hierro, y el etilendiaminotetracético (EDTA),

inefectivo sin embargo al no evitar la oxidacién del hierro™*’.
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En este apartado se podrian incluir aquellas sustancias que potencian la

actividad antioxidante endbgena: Oltipraz, Ebselen, glutatién y N-acetilcisteina®.

3.- Se contrarresta o previene la amplificacién del dafio producido por los RLO
al participar el neutréfilo suprimiendo la actividad de la NADPH oxidasa o
inhibiendo la adhesién del neutréfilo al endotelio. La adenosina, los bloqueantes
de los canales de calcio, los anestésicos locales y los antiinflamatorios no
esteroideos (AINES) interfieren en la funcién de la NADPH por diferentes
mecanismos. En cambio inhiben la quimiotaxis y adhesion del neutréfilo al
endotelio el 4cido nordihidroguaiarético (NDGA), el L663,536, los anticuerpos
monoclonales contra el complejo CD11/CD18 (IB4), la GMP-140 y los
antagonistas del FAP (BN 5201 y WEB 2086)°71%

Como antioxidantes "per se" se consideran aquellos que interrumpen la
peroxidacién. Incluyen la vitamina E, el propanolol, bloqueantes de los canales

de calcio y el captopril™.
2.6.1. ALOPURINOL

El alopurinol (4 hidroxi 3,4d pirazolapirimidina), sintetizado en principio con
la intencién de que funcionase como agente antineoplasico y posteriormente
utilizado ampliamente en el tratamiento de la hiperuricemia, debe su utilidad
a la capacidad de inhibir de forma competitiva la xantin oxidasa; que en
situaciones de isquemia-reperfusién impide la formacién de radicales libres de

101

oxigeno . Esta forma de accién se debe a la analogia que presenta con el

sustrato de la XO: la hipoxantina (Figura 11). Hay, no obstante, estudios que
consideran la posibilidad de que pueda tener un efecto "scavenger” directo'®,
En su forma sélida es un polvo blanco que precisa un medio alcalino (pH:9-
10) para su solubilidad en alcohol o agua, siendo insoluble en cloroformo'®,
Se metaboliza parcialmente formando oxipurinol, su metabolito activo. Tiene
una vida media de aproximadamente una hora, muy inferior a la del oxipurinol,
veinticuatro veces mayor. Se elimina via renal, por lo que se ha de considerar

su ajuste ya sea en cuanto a la dosis o en cuanto al intervalo de tiempo de
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adminiatracién en aquellas situaciones con insuficiencia'®.

Entre sus posibles reacciones adversas destaca un sindrome de
hipersensibilidad que puede ser grave, alteraciones en test de funcién hepética
y trastornos hematolégicos diversos. Como interacciones con otros farmacos
puede aumentar la vida media de la 6-mercaptopurina y de la azatioprina al
inhibir su oxidacién®.

Se puede administrar por via oral, intraperitoneal o de forma parenteral. Se
ha comprobado su utilidad en isquemia-reperfusién intestinal después de haber
sido administrado tanto en bolo intravenoso como cuando se hacia de forma
fraccionada, dando una parte "per os" horas antes de establecer la isquemia. Asi
se observé que aumentaba la concentracién de hipoxantina y disminuia la de
4cido trico en la homogeneizado de pared intestinal®,

Se ha demostrado que ofrece efectos beneficiosos en otras entidades, como
la pancreatitis aguda, en la que tambien participan los RLO'™ y se ha incluido

en algunas soluciones de preservacion de la Universidad de Wisconsin como es

el liquido de Belzer'®.
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Figura 11. Demostracién de la analogfa entre la estructura quimica del

alopurinol y de ia hipoxantina



2.7. Estudio de la isquemia-reperfusion intestinal

52



33

Se puede enfocar desde un .punto de vista clinico, analizando variables
recogidas de forma retrospectiva o prospectiva en un protocolo de estudio que
incluya desde nuevas facetas diagndsticas a posibles utilidades terapeuticas
farmacol6gicas o quirdrgicas, con la intencién de mejorar el pronostico de
pacientes cuyo problema fundamental es la isquemia intestinal o bien ésta forma
parte del curso evolutivo de alguna otra entidad. De hecho es en torno a esta
cuestién donde se estd avanzando ultimamente con estudios indirectos de
oxigenacién mucosa intestinal utilizados como guia terapeutica de enfermos con
estado critico.”7%,

Son muy escasos, sin embargo, los estudios clinicos de isquemia intestinal
donde se valoran derivados de la peroxidacién lipidica'”’, generalmente éstos
se realizan en estudios de base experimental. No ocurre asi en otros érganos
como el corazén donde si se evaluan miveles de MDA-TBA en un entorno

clinico después de trombolisis'®.
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2.7.1. MODELOS EXPERIMENTALES

Como animales de experimentacién para el estudio de la fisiopatologia de la
isquemia-reperfusién intestinal se han utilizado perros, cerdos, conejos, gatos,
etc. Sin embargo los més empleados dada la facilidad de su manejo, costo y
posibilidad de conseguir una muestra homogenea es la rata. Presenta como
aspecto adverso su tamano ¢ue condiciona en muchos casos la aplicacién de
técnicas operatorias que en algunos experimentos permiten un control més
riguroso de factores como la presién arterial, diuresis y flujo mesentérico.

Se puede tomar como modelo de isquemia intestinal un segmento o la
totalidad del intestino delgado. Ambos presentan particularidades topogréficas,
anatOmicas y fisiolgicas que justifican la pluralidad de protocolos existentes con
un mismo objetivo: instaurar un deficit reversible de flujo sanguineo.

La circulacién mesentérica mantiene el consumo de oxigeno siempre que su
flujo no descienda por debajo de un determinado umbral, de 30 ml/min x 100g.
en el perro y algo por debajo en el gato®™¥, A su vez el consumo de O, ha de
disminuir en un 50% con respecto al normal para que se manifiesten en la
mucosa intestinal alteraciones fisiolégicas cuantificables'®. Con lo anterior se
demuestra que e} intestino delgado puede recurrir a mecanismos compensatorios
que accionados permiten paliar una limitacién al flujo puesta por un
experimentador. Asf se deben esperar diferencias en los datos presentados por
diferentes autores amparéandose en un diferente disefio y modelo experimental
con distintas posibilidades de compensacién.

Con la intencién de disminuir el flujo mesentérico se puede recurrir a
multitud de sistemas: Inocular bacterias o endotoxina bacteriana''’, producir
un shock cardiogénico con un taponamiento pericirdico® o hemorrdgico con
exanguinacién'?, colocar un sistema de limitacién del flujo venoso™, pasar un
hilo en forma de asa de la que después se tracciona desde el exterior o bien
seccionar el pediculo vascular que posteriormente se anastomosard'’%, El més
utilizado, sin embargo, es la colocacion de un clamp microvascular sobre un
tronco o rama arterial, que puede disponer de un sistema de regulacion

ajustable en algunos casos®13114.115
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Independiente de la acciébn sobre los vasos sanguineos principales y
optativamente de sus colaterales, que se pueden ligar y asi eliminar su potencial
influencia compensadora,se puede actuar sobre el tubo digestivo aislandolo de
multiples formas. Se pueden ligar ambos extremos del segmento de intestino

utilizado™®

, 0 bien practicar enterotomias manteniendo o eliminando el resto
de intestino circundante (duodeno e intestino grueso)’™'®!". En modelos
donde se utilizan grandes animales es posible colocar sistemas de control de
flujo electromagnéticos o Doppler, tambien utilizado en ratas, que son més
precisos que la palpacién y el cambio de coloracién de la pared intestinal,
métodos habituales para la identificacién de flujo reperfusional® 1%,

En relacién con la toma de muestras éstas pueden hacerse del torrente
venoso, arterial o incluso de un homogeneizado de la pared intestinal o de la
mucOSaM,SZ,llB.l 19,120.

Considerando todas las posibles alternativas mencionadas se ha de elegir
aquel modelo que se ajuste a la circunstancia clinica que se quiera remedar si
es esto lo que se pretende o bien intentar limitar con un disefio y protocolo de
trabajo adecuados sesgos que puedan interferir en los resultados del

experimento, dado el gran nimero de factores que intervienen.
2.7.2. PARAMETROS DE VALORACION

Cuando un tejido es sometido a isquemia se produce una secuencia de
reacciones quimicas que conducen a alteraciones metabdlicas y disfunciones
celulares que sin reperfusién subsiguiente acaban finalmente en la necrosis
tisular. No parece haber diferencias cualitativas entre los hallazgos histologicos
vistos en el intestino isquémico y aquel sometido a isquemia con reperfusion ya
que se utiliza generalmente la misma escala para medir ambas situaciones'"’.
Hay, sin embargo, marcadores biogquimicos que se asocian de forma exclusiva
con la reperfusién debido a la accién de los RLO producidos al reinstaurar el
flujo y disponer de oxigeno en un ambiente isquémico.

De esta forma se pueden valorar pardmetros que en algunos casos son

especificos de lesion reperfusional y en otros indican alteraciones en la mucosa
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intestinal que pueden ser tanto consecuencia de la isquemia como de la

posterior revascularizacién. Presentamos los més difundidos:

1. Identificacién de radicales libres de forma directa con resonancia de spin
electrén y quimioluminiscencia® %6566,

2. Concentracién de X0, XD, hipoxantina, 4cido trico, nucledtidos de alta
energia (ATP) y glutation*6193117.120,121

3. Derivados de la peroxidacion lipidica: dienos conjugados, Malondialdehido,
etano o pentanow,lﬂﬂ,l16‘118,119.122.

4. Sustancias implicadas en la accién del neutréfilo: Leucotrieno B4,
Tromboxano A2, Factor de activacion plaquetaria, mieloperoxidasa o

elastasa ™ 75:76.77,78,82,93,99,100,118

5 Alteraciones histolégicas38,41,44,66,85,86,87,89,90,98.99,110,114.118,123,124

6. Alteraciones ultraestructurales™ "%,
7. Pruebas de funcionalismo como las alteraciones en la permeabilidad o los
trastornos en la absorcién y secrecién de enzimas

digestivost@,lﬁ,l 19,121,124,125,126

2.7.3. METODOS DE ESTUDIO DE LA PEROXIDACION LIPIDICA

La cuantificacién directa o indirecta de derivados de la peroxidacién lipidica
en sistemas biolégicos puede hacerse sobre modelos experimentales in vitro o
in vivo'.

Los estudios in vitro han usado generalmente células enteras o suspensiones
u homogeneizados de organelas intracelulares: nucleos, mitocondrias,
microsomas, lisosomas, membranas plasmaticas o liposomas. Para producir la

peroxidacién lipidica se utilizaron radiaciones ionizantes, ultravioletas o del



57

espectro visible en presencia de un fotosintetizador; agentes reductores como
ascorbato, cisteina, CCl, o NADPH que favorece el paso de Fe’* a Fe’*
mediado por la NADPH-citocromo P-450 reductasa o algin tipo de
lipoxigenasa®?’.

La peroxidaci6n lipidica estd implicada en todos los procesos fisiopatolégicos
donde hay liberacion de radicales libres de oxigeno y sustratos como los acidos
grasos de membrana: isquemia-reperfusién, carcinogénesis, pancreatitis aguda,
intoxicaciones, etc. y se pueden disefiar entonces modelos que la induzcan con
técnicas invasivas o no invasivas'®,

Se puede cuantificar la peroxidacidn lipidica en sistemas bioldgicos estimando
los 4cidos grasos de la membrana, los dienos conjugados, derivados
tfluorescentes, la quimioluminiscencia, el malondialdehido y derivados gaseosos
hidrocarbonados como el etano o pentano, utilizando técnicas muy

diversa5127‘129'13°’131

2.7.3.1. Determinacién de malondialdehido

El malondialdehido o aldehido malénico es el compuesto que mds se ha
utilizado como indicador de la peroxidacién lipfdica en la isquemia-reperfusion
intestinal'*1818.18 Fp g forma libre se puede medir por absorbancia UV,
polarografia o cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)™.

E! método mds difundido para su determinacién en materiales biolégicos es
la espectrofotometria una vez que reacciona con el 4cido tiobarbitirico (TBA).
Una molécula de MDA reacciona con dos de TBA elimindndose dos moléculas
de agua y formando un pigmento cristalino rosado con una absorbancia maxima
a 532-535nm. Se considera que el TBA ademés de con MDA reacciona, aunque
en escasa medida, con otras moléculas denominadas de forma genérica "MDA-
like". En conjunto son consideradas todas como sustancias reactivas con ¢l TBA
(TBARS), expresién preferida por muchos autores en vez de hablar de MDA ya
que lleva implicita la posible incorporacién de las sustancias "like".

Circunstancias clave para poder comparar diferentes determinaciones con este

método son el pH de la muestra, el tipo de acido empleado, el tiempo de
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reaccién y el posible uso de catalizadores metdlicos'*2,

Es menos especifico que la HPLC ya que puede haber productos en la
muestra que se toma con significativa absorbancia que lo pueden interferir,
aungue, excepto para muestras pigmentadas, sus valores son bastante préximos

a los obtenidos con el primero’*

. Otro método, diferente al espectrofotométrico
que puede identificar el complejo MDA-TBA es la fluorometria, con una
emision méxima a los 532-535 nm. Basado en la capacidad de reaccionar el
MDA con un grupo amino de los fosfolipidos y dar un compuesto fluorescente!?.
No utilizado por la presencia de campuestos naturales y derivados diferentes del
MDA con alta capacidad fluorescente!>,

En la actualidad se est4 empezando a comercializar el "Test Kit" LPO-586
(BIOXYTECH-®, Francia) que mejora la sensibilidad y especificidad de métodos

colorimétricos descritos anteriormente.
274 MODELOS DE ENSAYQO TERAPEUTICO CON ALOPURINOL

Como ya se ha mencionado previamente el alopurinol, al inhibir la XO,
previene las consecuencias de la liberacién de RLO en situaciones de isquemia-
reperfusién. Su efecto ha quedado patente en miiltiples trabajos experimentales
de isquemia-reperfusion intestinal*¢18*933 19123 Qe hap definido diferentes
ensayos terapeliticos en los que varian el modelo experimental de isquemia-
reperfusién sobre el que se trabaja, la via de administraciéon empleada para
proporcionar el medicamento, la dosis utilizada y el momento de la inoculacién
0 ingesta.

Con respecto al primer punto ya se ha comentado en el apartado de modelos
experimentales las diferentes opciones posibles.

Como via de administracién se puede utilizar la parenteral* 411

123 193

, la

intraperitoneal’® o la oral™. Pudiendo en algunos casos recurrir a mas de una

en cronogramas distintos y con la intencién de conseguir mayores
concentraciones en la mucosa intestinal y por tanto mas efecto antioxidante® -,
Las dosis generalmente son de 50,100 o 200 mg/Kg, siendo suministrada la

misma cantidad independientemente de la via de administracién utilizada. La
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forma en que fue suministrada lo que condiciona es ¢l cronograma. Asi en la via
parenteral (iv) se administré de forma muy variable, desde 60 minutos antes de

44,89

establecer la isquemia hasta 20 minutos antes de la reperfusi6n™®, en la via

intraperitoneal 30 minutos antes del clampaje y oralmente de 24 a 48 horas
antes del comienzo de la isquemia®®1%,

En cualquier caso el objetivo es conseguir unos niveles adecuados en la
mucosa intestinal en el momento en que permanece abierta la "ventana
terapettica”, es decir, en el periodo de tiempo en que tienen lugar la mayor

parte de de las alteraciones bioquimicas desencadenadas por la reperfusion’®,
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Se sistematiza la hipdtesis planteada de la siguiente forma:

1. La reperfusién en la mucosa intestinal isquémica condiciona cambios

bioquimicos y metabolicos con repercusiones en la funcién y estructura celular.

2. Se forman radicales libres de oxigeno al actuar la xantin oxidasa, generada
durante la isquemia,sobre la hipoxantina en presencia del oxigeno proporcionado

en la reperfusién.

3. Estos radicales producen una peroxidacién de lipidos de diferentes
estructuras celulares con las siguientes consecuencias:
A) Alteracién de los niveles tisulares de malondialdehido.
B) Aparicion de trastornos morfolégicos identificables en el enterocito y

en el epitelio mucoso intestinal.

4. El alopurinol, inhibidor de la xantin oxidasa, podria disminuir la formacion
de radicales y asi evitar que aumentasen los niveles de malondialdehido y se

produjesen lesiones en la mucosa intestinal.
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Con la intencién de determinar el alcance de los dafios mencionados y la

utilidad del alopurinol se diseia esta tesis experimental cuyos objetivos son:

1. Analizar las variaciones en los niveles de malondialdehido en la mucosa

intestinal sometida a diferentes tiempos de isquemia-reperfusién.

2. Estudiar los cambios histol6gicos que se producen.

3. Evaluar la diferencia de grado lesional desde el punto de vista

ultraestructural,

4. Conocer el efecto terapeiitico del alopurinol valorando los cambios en la
concentracién de malondialdehido tisular y las modificaciones del grado de

lesiébn mucosa a nivel 6ptico y del enterocito a nivel ultraestructural.
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4.1.1. MATERIAL BIBLIOGRAFICO

Previamente a la realizacién del experimento y antes de definir el disefio y
modelo definitivos se realizé una revisién exhaustiva de la bibliografia de los
Gitimos diez afos, recogiendo tambien referencias anteriores de reconocida
significaciéon. Se consultaron articulos de revistas cientificas espafiolas y
extranjeras, libros de texto y tesis doctorales relacionadas con la fisiopatologia
y clinica de los procesos de isquemia-reperfusiéon y la implicacién en su
patogenia de los radicales libres de oxigeno. Para la busqueda bibliografica se
acudi6 a los sistemas de documentacién periddicos (Index Medicus, Cumulated
Index Medicus, Current Contensts e Indice Médico espanol) de la biblioteca del
Hospital Central de Asturias, del Centro de Documentacion y de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Oviedo (Servicio Index Medicus-CD ROM). Para
la seleccién de articulos se utilizaron las siguientes palabras clave: Intestino
delgado, ratas, circulacion mesentérica, obstruccién vascular mesentérica,
mucosa intestinal, isquemia, dafo reperfusional, radicales libres de oxigeno,

peroxidacién de lipidos, malondialdehido, sustancias reactivas con ¢l acido
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tiobarbitiirico, espectrofotometrfa, histologfa, microscopio electronico,
antioxidantes y alopurinol.

La bibliografia més util para nuestro estudio se presenta por orden de
aparicion en el texto siguiendo las indicaciones del "International Comitee of
Medical Journal Editors">.

Se exponen algunos esquemas y tablas sin traduccién respetando asf su

originalidad.
4.1.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron 48 ratas macho de la cepa Wistar del animalaric de la
Universidad de Oviedo con una media de peso de 334g. (DS: 56g). Se usaron
sOlo machos porque son més déciles, alcanzan mayor peso més rapidamente y
ademds se evitan posibles sesgos atribuibles al sexo. Antes y mientras duré el
experimento permanecieron en las mismas condiciones de estabulizacion; igual
temperatura y humedad, regimén luz-oscuridad e identicas posibilidades de
alimentacién. Todo el manejo de los animales de experimentacién se hizo
siguiendo las normas éticas vigentes y bajo la aprobacién de la Comisién de
investigacion del Departamento de Cirugia y Especialidades Medico-Quirtirgicas

de la Universidad de Oviedo y la Comision de control del animalario.
4.1.3. LABORATORIOS E INSTRUMENTAL

Los experimentos se realizaron en el laboratorio del Departamento de Cirugia
y especialidades Medico-Quinirgicas de la Facultad de Medicina de Oviedo, las
determinaciones espectrofotométricas en el laboratorio del Departamento
interfacultativo de Bioquimica y la Gltima fase del procesado de microscopia
electrénica en el Servicio Central de Microscopifa electrénica de la misma
facultad.

Ademés del instrumental convencional de laboratorio (tubos de ensayo,
pipetas, matrazes, balanzas, etc.) y del necesario para la inoculacién de drogas

se precis® material quirrgico especifico tal como pinzas de disecci6n de Adson,
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tijeras, escalpelo y clamp arterial para producir isquemia.

Se utiliz6 para la preparacion de la solucion de mucosa el aparato
Ultraturrax®, una centrifuga Centromix® S-549 y para la determinaci6n de MDA
el espectrofotémetro Shimadzu® UV-160.

Para realizar los cortes histol6gicos se usé el microtomo Reicherter Jung®
modelo 1165 "Rotomat" a lum de espesor y para la observacion de éstas tefiidas
el microscopio Leitz® modelo "Dialux 20 EB" conectado a un sistema de
fotografia automética wild® PS 45.

Los cortes de las preparaciones para el estudio ultraestructural, de 500 A de
grosor, se hicieron, previa piramizacion, con el ultramicrotomo LKBy, 5. Para su

visualizaci6n se utiliz6 el microscopio electrénico de transmisién Zeiss® EM 109,
4.1.4. PRODUCTOS EMPLEADOS

Para la anestesia:

-Atropina (Atropina Sulfato Braun. B. Braun Medical S.A. 1mg./ml.)
-Ketamina (Ketolar®. PARKE-DAVIS $.A. 50mg./ml.)

-Diazepam (Valium®. Roche. Smg./ml.)

Como antioxidante;

Alopurinol (Zyloric®, Gayoso-Wellcome S.A. 1mg/ml.) disuelto en NaOH 1M,
pH:9-10.

El resto de sustancias para la determinacidn de Malondialdehido y el
procesado para la visualizacion de las preparaciones al microscopio éptico y

electrénico serdn descritas mas adelante, junto a la técnica correspondiente.
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42.1. MODELO EXPERIMENTAL

Se disefia con la intencién de que remede las circunstancias que con maés
frecuencia aparecen en los procesos de isquemia reperfusién de intestino
delgado: tromboembolismo y cirugia mesentérica y aortobifemoral. Asf se elige
un modelo simple y facilmente reproducible en el que la isquemia intestinal se
produce por la interrupcién brusca de la circulacion arterial al colocar un clamp
en el origen de la arteria mesentérica superior. Al contrario de lo realizado por
otros autores que aislaron el segmento de intestino a estudio ligando las
colaterales y seccionando el tubo intestinal, en nuestro caso no se actud ni sobre
las primeras ni sobre la pared intesinal manteniendo asi indemne su potencial
compensador y el transito digestivo. Con el fin de no recoger en la muestra
zonas del intestino que facilmente se vieran irrigadas por colaterales del tronco
celiaco 0 de la mesentérica inferior se despreciaron los 5 ¢m. proximales y
distales del intestino mesentérico. Se colocé un clamp microvascular que
garantizé la posterior revascularizacién, asegurdndose de que eso ocurre al

percibir, por palpacion, el latido de la arteria mesentérica distalmente a la zona
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de la oclusién previa.

Este modelo se aplica en un disefio experimental en que la eleccién de los
miembros de los diferentes grupos y del control se hace de forma aleatoria
garantizando la igualdad inicial de los diferentes grupos y obviando asi la

realizacién de pretest.

4.2.2. REALIZACION DEL EXPERIMENTO

Hasta su inicio el animal tuvo acceso libre a los alimentos con el fin de imitar
en lo posible la situacién fisiol6gica basal.

Como técnica anestésica se utilizd una inyeccion intramuscular de una mezcla
de ketamina Scc (25mg), atropina lec (1mg) y diazepam 4cc (20mg) a razén de
0.5ml/100 g de peso.

Bajo condiciones de asepsia se diseca el paquete vascular femoral y 10
minutos antes de la manipulacién de la arteria mesentérica se introduce con una
aguja 25G 5/8, durante un minuto, 1 cc de suero salino o solucién con
alopurinol, segin €l grupo del protocolo, en la vena femoral comiin.

Se rasura el abdomen del animal y se realiza una laparotomia media
identificando y disecando la arteria mesentérica superior en su salida de la
aorta. Se coloca a este nivel, después de asegurarnos de que no quedan
colaterales préximas, un clamp microvascular; comprobando su eficacia al notar
la ausencia de latido distal (Figuras 12, 13 y 14). Se cierra la laparotomia con
sutura metdlica para permitir una répida reapertura, la retirada del clamp y la
comprobacién de la reperfusidn apreciando el latido por palpacion, segin el

grupo de estudio.



Figura 12. Diseccién de la arteria mesentérica superior



Figura 13. Colocaci6n del clamp.



Figura 14. Aspecto del intestino delgado después de 30 minutos de isquemia.
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4.2.3. RECOGIDA DE MUESTRAS

Se extirpa todo el intestino delgado mesentérico a excepcién de cinco
centimetros proximales de yeyuno y de los cinco iltimos de ileon distal. Del
segmento resultante se recogen:

- 12 ¢m para la determinacién del malondialdehido. Esta parte se abre
longitudinalmente con tijera y una vez expuesta la cara luminal y lavada con
suero salino se raspa con un escalpelo para extraer 150 mg. de mucosa intestinal
(Figura 15),

- 2 ¢m para el estudio histolégico.

- 1 cm destinado al andlisis ultraestreuctural se divide en bloques de 3mm de
£rosor maximo.

Cada muestra, una vez procesada, fue marcada sin que se pudiese identificar a
que grupo pertenecia antes del momento de la determinacién.

Una vez finalizada la toma de muestras se sacrifica el animal, bajo anestesia, con

exanguinacion.



Figura 15. Obtencién de mucosa por raspado con escalpelo.
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4.2.4, PROTOCOLO DE TRABAJO

Se realiz6 la distribucién de los animales al azar en 8 grupos de 6 ejemplares

cada uno conforme al siguiente protocolo:

Grupo control {C). Una vez anestesiado el animal e inyectado 1ml de suero
salino via femoral comin en un minuto se espera hasta que transcurren 10 y se
practica una laparotomia media. Se toman muestras, los valores obtenidos se
consideran como normales y sirven de control para la comparacién con el resto

de grupos. "Sham operation".

Grupo de isquemia de 30 minutos (I30). Se mantiene una isquemia de la arteria
mesentérica superior durante 30 miutos y después de obtener las muestras es

sacrificado el animal.

Grupo de isquemia de 60 minutos (160). Sélo se diferencia del anterior en que

el tiempo de isquemia es de 60 minutos.

Grupo de isquemia de 30 minutos y reperfusion de 20 segundos (130+R20s). Se
siguen los pasos del grupo [30 pero antes de la toma de muestras se deja

reperfundir el intestino durante 20 segundos.

Grupo de isquemia de 60 minutos y reperfusion de 20 segundos (160+ R20s). Igual
que en el grupo de I60 pero con el tiempo adicional de reperfusion del grupo

anterior,

Grupo de isquemia de 30 minutos y reperfusion de 10 minutos (130+ R10m). Como

en el grupo 130 pero en este caso con una reperfusién de 10 minutos.

Grupo de isquemia de 60 minutos y reperfusién de 10 minutos (160+R10m). A la

isquemia del grupo 160 le siguen 10 minutos de reperfusion.
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Grupo de isquemia de 30 minutos y Alopurinol (130+ Alo). Exactamente igual que
en el grupo de 130 pero administrando, durante un minuto, diez minutos antes
de comenzar con la isquemia, S0 mg/Kg de Alopurinol en una solucién de 1ml

de suero salino, de forma IV en la femoral comun.

4.2.5. PARAMETROS DE ESTUDIO

Se valoraron:

1.- Concentracién de malondialdehido. Expresado como pMol/mg de mucosa

hiimeda.

2.- Alteraciones histoldgicas. Para ello se tomé como referencia la escala de
Chiu®.

Grado

O Vellosidad intestinal normal.

1 Espacio subepitelial en las vellosidades
(espacio de Gruenhagen),

2 Despegamiento epitelial de las vellosidades.

3 Despegamiento epitelial masivo y hemorragia
ocasional en la lamina propia.

4 Vellosidades denudadas y hemorragia en la

ldmina propia.

S Desintegracion total de la lamina propia.
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3.- Cambios ultraestructurales.

Se cuantificaron dando un valor, entre 0 y 5, a cada una de las estructuras
celulares consideradas mas abajo (1-4). Posteriomente se suman éstos y se
obtiene un valor final para cada ejemplar de experimentacién. Fueron utilizados
como criterios guia los presentados por Aho” y Brown™,

Se utilizaron los siguientes pardmetros uitraestructurales:

(1) Hinchazén de la mitocondria, alteraciones en las crestas mitocondriales y

desaparicion de los granulos densos.

(2) Irregularidad de la membrana nuclear y agrupacién de la cromatina.

(3) Trastornos en el nimero y regularidad de las microvellosidades y distorsion

y ensanchamiento de los desmosomas.

(4) Dilataciones de cisternas del reticulo endopldsmico, separacién de los

ribosomas y vacuolizaciones intra y extracelulares.
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4.2.6. METODOS DE DETERMINACION

4.2.6.1.- Concentracién de malondialdehido.

Para su cuantificacién hemos recurrido al método que se basa en la capacidad
de reaccibn de una moldcula de malondialdehide con dos de 4cido
tiobarbitirico (TBA) eliminando dos moléculas de agua y produciendo un
pigmento rosado con un méximo de absorcién a 535nm en el espectrofotémetro.

Como primer paso para calcular la cantidad de malondialdehido existente en
una muestra de tejido a partir de la absorbancia que presenta en el
espectrofotémetro se ha de disponer de una ecuacién matematica o recta de

regresion que relacione la absorbancia con la concentracién.

Técnica de preparacidn del standard de MDA vy recta de regresién.

Para ello se preparan una serie de concentraciones crecientes de 1,1,3,3-
Tetrahidroxipropano (SIGMA, N° T-9889) que en el espectrofotémetro nos
permiten obtener determinadas medidas de absorbancia y una ecuacién lineal

que nos relaciona ambas.

Procedimiento:
- Poner 120 microl de 1,1,3,3- Tetrahidroxipropano en 50 ml de CIH 0.1 M.
- Incubar a 50° C durante una hora.
- Conservar a 4° C protegido de la luz
- Se obtiene una solucién de 720 microg/ml de MDA. A partir de ésta diluir o
concentrar con agua destilada hasta conseguir las siguientes concentraciones:
S,= 2880 ng/ml
S,= 1440 ng/ml
Sy= 720 ng/ml
S,= 360 ng/ml
Ss= 180 ng/ml
S¢= 90 ng/ml
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El aspecto del pigmento obtenido a las diferentes concentraciones
mencionadas se muestra en la figura 16 y en la 17 el espectro de absorcién, con
un pico a los 535nm.

La recta de regresién resultante se presenta en la figura 18.
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Figura 16. Tubos de ensayo con el pigmento para definir la curva standard.
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Figura 17. Curva de absorbancia del pigmento en el espectrofotémetro.
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Figura 18. Recta de regresidn resultante, que responde a la ecuacion:
C= 32943 x Abs - 14.724.
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Determinacion det MDA'™:
- Se homogenizan bajo frio 150 mg. de mucosa intestinal en un tubo de ensayo
con 1 ml de Tris-KCl con un pH de 74.

- La mezcla se incuba a 37° C durante 15 minutos.

- Se afiaden:
3 ml de 4cido tiobarbitirico al 0.75%
2 ml de 4cido tricloroacético al 30%
0.2 ml de HC]

- Los tubos se colocan en agua a ebullicibn durante 15 minutos.

- Se centrifugan a 3000 r.p.m. durante 10 minutos.

- El sobrenadante se lee a 335 nm en el espectrofotémetro y se expresa la

concentracién obtenida en ng. por 150 mg. de tejido hiimedo.

4.2.6.2.- Técnica histolégica.
La muestra intestinal tomada de cada ejemplar fue fijada en formol

tamponado a pH neutro al 10%. Antes de ser incluida en parafina se deshidraté
de forma automdtica con alcoholes al 70, 90 y 100% y se aclaré con dos pases
sucesivos por xilol,

Tras el corte con el microtomo a lum de espesor se realizé la tincién con
hematoxilina-eosina, PAS (Acido periédico de Schiff) y Masson segiin la técnica

convencional y se dej0 preparada para la visualizacién.
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4.2.6.3.- Ultraestructurg.

Un bloque de aproximadamente 3 mm es procesado de la siguiente forma:

- Sumergido en glutaraldehido al 5% durante 30 minutos.

- Partir la muestra, siempre incluida en la solucion
anterior, en bloques de Imm y continuar la fijacién
3 horas mas.

- Extraer el glutaraldehido y lavar los bloques con tres
barios de 10 minutos de tampdn fosfato 0.1 M.

- Mantener en la solucién de tampoén fosfato hasta el
momento de la postfijacién con tetréxido de osmio
(SIGMA® ) al 2% durante 90 minutos.

- Deshidratar haciendo pasar el blogque por soluciones
acuosas de acetona a concentraciones crecientes:

. Acetona 30% 3 baiios de 5 minutos
. Acetona 50% 3 banos de 5§ minutos
. Acetona 70% +
Acetato de uranilo 0.5% en nevera 30 minutos
. Acetona 90% 3 barios de S minutos
. Acetona 100% 3 barios de 5 minutos
. Acetona 100% anhidra 3 banos de 10 minutos

- Preparar el medio de inclusiéon (SPURR-Standard®)
afiadiendo los siguientes componentes en la cantidad
indicada y agitando, evitando crear burbujas:

.ERL 4206-vinyl cyclohexane dioxide (VCD), 10.0g
.DER 736-diglycidyl ether of polypropylene glycol,6.0g
NSA-nonenyl succinic anhydride, 26.0g
.DMAE-dimethylaminoethanol, 0.4g

- Mantener los bloques una hora, a temperatura ambiente,con
los viales destapados, en cada una de las siguientes

soluciones de acetona/medio de inclusién: 1/1, 1/3 y 0/1.



- Incubar las muestras en el medio de inclusién del molde
durante 48 horas en la estufa a 60° C.

- Extraer del molde y tallarlo en el ultramicrotomo para
que una vez en le rejilla sea tenido y pueda ser

observado en el microscopio electrénico.
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427. PRESENTACION Y TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS
RESULTADOS

Para la presentacién escrita se ha utilizado como software el procesador de
textos "Word Perfect 5.1"(Word Perfect Corporation, Utah, USA), incluyendo
histogramas ejecutados con los programas "Harvard Graphics 2.3 y 3.1"
(Macrobit Corporation. Florida, USA) y como hardware un PC portatil (Toshiba
1850) y una impresora laser (Hewlett Packard. Laserjet IIIp).

El anilisis estadistico se ha realizado aplicando la "t" de Student para
comparacion de medias, utilizando el programa "SIGMA" que introduce de
forma automdtica la correccién de Welch cuando la distribucién no es normal,
reduciendo el nimero de gradas de libertad.

Todas las variables estudiadas son de caracter cuantitativo y las muestras
independientes.

El programa presenta la diferencia de medias (Dif.), el error standard de la
diferencia de medias (Err. est) , el valor de la "t" de Student experimental para
el contraste (t), los grados de libertad (corregidos si fuese necesario) (gl), el
valor de probabilidad que corresponde al valor de dicha "t" (Prob.) y el nivel de
significacién del céntraste.

Si las varianzas no fueran homogeneas, el programa lo expresa y da el valor
de la F de Fisher utilizado en el contraste (F) y los grados de libertad para el
numerador y el denominador del! cociente de varianzas (gl V), asi como el
correspondiente nivel de probabilidad (Prob. V).

Se consideran estadisticamente significativos los valores que presentaron una

p menor de 0.05.



5. RESULTADOS
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5.1. Descripcion de los resultados
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Se ofrecen a continuacion, en las tablas 1-8, los resultados obtenidos. La
concentracion de MDA se presenta como pMol/mg para lo cual se ha tenido
que convertir partiendo de ng/150 mg que es la forma en que es obtenida en la
ecuacién que utiliza los valores espectrofotométricos. Los valores minimo y
méximo teéricos de la escala de Chiu (valoraciéon histolégica) y del estudio
ultraestructural son 0-5 y 0-20 respectivamente.

Se muestran en las tablas los valores de cada pardmetro de forma individual,
la media y la desviacién standard (DS).

Algunos ejemplos de alteraciones histologicas y ultraestructurales presentados

en las figuras 19-36.



GRUPQ: Control
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Rata N? 1 2 3 4 5 6
- m’l ¥ e ek |
Conc. MDA [40.5 41.4 422 25.6 32 32,6
J !

Histologia 0 0 0 0 0 0
Ultraestr. 0 0 0 0 0 0
1 — 1

PARAMETRO Media DS Unidades

Conc. MDA 35.7 6.5 | pMol/mg
Histologia 0 0 grado Chiu
Ultraestr. 0 0 Unidades
. |




GRUPOQ: 130 (Isquemia de 30 minutos)
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Rata N¢ 2 3 4 5 6
Conc. MDA 89 91.1 932 96.5 79.3 714
Histologia 3 1 1 2 2 W 2
Ultraestr. 10 11 8 9 8 8

] |
PARAMETRO Media DS Unidades
Conc. MDA 86.7 6.5 pMol/mg
Histologia 1.8 0.7 grado Chiu
Ultraestr. 9 1.7 Unidades




GRUPO: 160 (Isquemia de 60 minutos)
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Rata N¢ 2 3 4 5 6
N —————————————————}- ﬁ
Conc. MDA (82 116.2 93.2 814 116.8 774
]

Histologia 3 4 3 3 3 2
Ultraestr. 11 14 12 12 11 12
PARAMETRO Media DS Unidades
Conc. MDA 94.5 17.8 pMol/mg

- -
Histologia 3 0.6 grado Chiu
Ultraestr. 12 1.1 Unidades
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GRUPO: I30R20s (Isquemia de 30 minutos y reperfusiéon de 20 segundos)

Rata N¢ 1 2 3 S 6
Conc. MDA 956 79 83.5 71.1 82
Histologia 2 2 1 1 1
Ultraestr. 9 8 10 7 9
| 8
PARAMETRO Media DS Unidades
Conc. MDA 82.9 8.1 pMol/mg
Histologia 1.5 05 grado Chiu
rUltraestr. | 7 h] Unidades




GRUPO: JI60R20s (Isquemia de 60 minutos y reperfusién de 20 segundos)
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Rata N¢ 1 2 3 4 5 6
LConc. MDA |94.1 95 92.9 101.7 97.1 87.7
Histologia 3 2 3 2 2 3
Ultraestr. 7 9 10 9 11 7

L. -l "
PARAMETRO Media DS Unidades
Conc. MDA 94.8 4.6 pMol/mg
Histologia 2.5 0.5 grado Chiu
 Ultraestr. 8.8 1.6 Unidades
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GRUPO: [30R10m (Isquemia de 30 minutos y reperfusion de 10 minutos)

Rata N¢ 1 2 3 4 5 6
5  —————— =J H———— g}
Conc. MDA [44.1 62.6 76.8 73.5 64.4 80.4
Histologia 0 0 0 2 1 2
Ultraestr. 4 6 5 7 S 5
L N |
| PARAMETRO Media DS Unidades
rCcmc. MDA [67 132 pMol/mg
Histologia 0.8 0.9 grado Chiu
| |
Ultraestr. 53 1 Unidades




GRUPO: I60R10m (Isquemia de 60 minutos y reperfusion de 10 minutos)
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Rata N¢ | 2 B 3 4 5 6
—_— S
Conc. MDA |92 76.2 73.2 85.3 77.7 78.3
Histologia 2 3 3 3 _3 3
Ultraestr. 6 6 5 7 8 7
PARAMETRO Media DS Unidades
Cone. MDA 80.5 6.9 pMol/mg
Histologia 2.8 0.4 grado Chiu
Ultraestr. 6.5 1 Unidades

J




GRUPO: I304L0 (Isquemia de 30 minutos y Alopurinol)

98

Rata N2 1

2 3 4 5 6
- —_ —_—
Conc. MDA | 623 33.8 49.9 55.9 574 50.8
Histologia 0 1 1 1 1 1
hUltraestr. 5 h3 2 | 4 2 | 1
hPARAMETRO Media DS Unidades
Conc. MDA 51.7 | 9.8 pMol/mg
Histologia 0.8 0.4 grado Chin
Ultraestr. 28 1.5 Unidades







Figura 20. Vellosidad intestinal normal. Masson X650,
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Figura i
— 21. Villis edematosos conservando
{ X el epitelio. Hematoxilina-eosina
(H-E)
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Figura 22. Espacio subepitelial en las vellosidades. PAS X1000. (Grupo

[30R10m).



Figura 23. Despegamiento epitelial de la vellosidad. Desaparicién de las células
caliciformes del vértice del villi. PAS X200. (Grupo 130).
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Figura 24. Detalle de la anterior. PAS X650.



Figura 25. Despegamiento epitelial masivo. H-E X200, (Grupo 160R 10m).
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Figura 26. Destruccitn del epitelio y hemorragia en la ldémina propia. Masson

X400. (Grupo 160).



Figura 27. Destacada afectacién focal y segmentaria. En la zona antimesentérica

y predominando el despegamiento epitelial en el vértice de los villis. H-E X10.
(Grupo 130)
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Figura 28. Denudacién de la vellosidad con hemorragia en la ldmina propia. H-

E X400. (Grupo 160).
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Figura 29. Mitocondrias con escasa afectacion. Granulos densos. ME X 20.000
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Figura 30. Tendencia a la esfericidad, "Blebs", pérdida de crestas y de granulos

densos. Disminucién de la densidad de la matriz. ME X 20.000
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Figura 31. Campo de microvillis normales cortados transversalmente. ME X
20.000
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Figura 32. Desestructuracién parcial de los microvillis y ocasional vacuolizacién
extracelular. ME X 30.000
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Figura 33, Pérdida de villis. Vacuolizacién extra ¢ intracelular. ME X 20.000
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Figura 34. Agrupacidn de la cromatina en la periferia del nucleo. ME X 12.000
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Figura 35. Irregularidad y pérdida de zonas de la membrana nuclear. ME X
20.000
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Figura 36. Retfculo endoplismico rugoso con zonas de despegamiento de
ribosomas y vacuolizaciones. ME X 30.000
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5.2. Analisis comparativo de los resultados



COMPARACION DE MEDIAS (MUESTRAS INDEPENDIENTES)

Malondialdehido:

Grupos: Control/I30

Dif.: -51 Err. est: 4.7 t:-10.7 gl.: 10

Prob.: 8226E-07 SIGNIFICATIVO (p < de 0.001)
Var. Homogenea F:2 gl. V.:55 Prob. V.: 0.2

Grupos: Control/160

Dif.: -38 Ermr.est: 7.7 t-75 gl: 6

Prob.: 0.0003 SIGNIFICATIVO (p < de 0.001)

Var. no Homogenea F: 7.1 gl. V.: 5.5 Prob. V.. 0.02

118
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Grupos 130/160

Dif.: -7.8 Err. est.: 82 t:-09 gl.: 10

Prob.: 0.4 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F:3.5 gl. V.:55 Prob. V.: 0.1

Grupos 130/I30R20s

Dif.: 3.7 Err.est:51 t:0.7 gl: 10

Prob.: 0.5 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F: 136 gl. V.55 Prob. V.. 04

Grupos I130/I30R10m

Dif.: 197 Err.est.: 6.6 t:3 gl: 10

Prob.: 0.01 SIGNIFICATIVO (p < de 0.05)

Var. Homogenea F: 1.9 gl V.:55 Prob V.: 0.2

Grupos 130R20s/I30R10m

Dif.: 16 Err.est.: 63 t:25 gl.: 10

Prob.: 0.03 SIGNIFICATIVO (p < de 0.05)
Var. Homogenea F:2.6 gl.V.:55 Prob V. 0.1

Grupos 160/160R20s

Dif.: -0.2 Err.est: 75 t:-0.03 gl:5

Prob.: 1 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F: 149 gl. V.: 55 Prob. V.: 0.005

Grupos 160/160R10m

Dif.: 14 Err.est: 78 t: 1.8 gl: 6

Prob.: 0.1 NO SIGNIFICATIVO

Var. no Homogenea F: 6.6 gl. V.: 5.5 Prob. V.: 0.03



Grupos 160R20s/160R10m

Dif.: 143 Err. est: 34 t4.2 gl: 10

Prob.: 0.002 SIGNIFICATIVO (p < de 0.01)

Var. Homogenea F:22 gl V.55 Prob. V.: 02

Grupos 130/130Alo

Dif.: 35 Err. est: 5.6 t: 62 gl: 10

Prob.: 0.00009 SIGNIFICATIVO (P < de 0.001)
Var. Homogenea F: 1.1 gl. V.:55 prob. V.: 05

Histologia:

Grupos 130/160

Dif.: -1.2 Err. est: 04 t:-29 gl: 10

Prob.: 0.01 SIGNIFICATIVO (p < de 0.05)

Var. Homogenea F:14 gl V.:55 Prob. V.; 0.3

Grupos 130/130R20s

Dif: 0.3 Err. est: 0.4 t: 0.9 ¢gl: 10

Prob.: 0.4 NO SIGNIFICATIVO

Var Homogenea F:1.89 gl. V.: 55 Prob. V.: 0.2

Grupos 130/I30R10m

Dif:1 Err.est: 05 t2 gl:10

Prob.: 0.07 CASI SIGNIFICATIVO (p < de 0.1)
Var. Homogenea F: 1.7 gl. V.. 55 Prob. V.: 0.3

Grupos 130R20s/130R10m

Dif.: 0.7 Err.est: 04 t:14 gl: 10

Prob.: 0.2 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F:32 gl V.:55 Prob. V.: 0.1
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Grupos 160/160R20s

Dif.: 0.5 Err.est.: 03 t: 1.5 gl: 10

Prob.: 0.2 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F:13 gl. V.55 Prob. V.; 04

Grupos 160/160R10m

Dif: 02 Err.est: 03 t:05 gl 10

Prob.: 0.5 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F:24 gl V.55 Prob. V.: 0.2

Grupos 160R20s/160R10m

Dif: 03 Ermr. est.: 03 t-1.2 gl: 10

Prob.: 0.2 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F: 18 gl. V:55 Prob. V.:03

Grupos 130/130Alo

Dif: 1 Err.est: 03 t:29 gl: 10

Prob.: 0.02 SIGNIFICATIVO (p < de 0.05)

Var. Homogenea F:34 gl. V:55 Prob. V.:0.1

Ultraestructura:

Grupos 130/160

Dif: -3 Err.est: 07 t-43 gl 10

Prob.: 0.001 SIGNIFICATIVO (p < de 0.01)

Var. Homogenea F: 13 gl. V.:55 Prob. V.: 04

Grupos 130/130R20s

Dif.: 0.3 Err. est.: 0.7 t:0.5 gl:10

Prob.: 0.6 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F:15 gl V.55 Prob. V.: 0.3
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Grupos 130/I30R10m

Dif: 3.6 Ermr. est: 0.7 t55 gl: 10

Prob.: 0.0003 SIGNIFICATIVO (p < de 0.001)
Var. Homogenea F: 15 gl. V.:55 Prob. V.:0.3

Grupos I30R20s/I30R10m

Dif:33 Errest: 06 t:55 gi: 10

Prob.: 0.0002 SIGNIFICATIVO (p < de 0.001)
Var. Homogenea F:1 gl V.:55 Prob. V.1

Grupos 160/160R20s

Dif: 32 Err est: 0.8 t: 4 gl:10

Prob.: 0.002 SIGNIFICATIVO (p < de 0.05)
Var. Homogenea F: 21 gl. V.:55 Prob. V.:0.2

Grupos 160/160R10m

Dif.: 55 Err.est: 06 t:89 gl 10

Prob.: 4.6E-06 SIGNIFICATIVO (p < de 0.001)
Var. Homogenea F: 1.1 gl V.:55 Prob. V.. 0S5

Grupos 160R20s/I60R10m

Dif: 23 Err.est: 07 t:3 gl 10

Prob.: 0.01 SIGNIFICATIVO (p < de 0.05)

Var. Homogenea F:23 gl. V.55 Prob. V.:02

Grupos 130/130Alo

Dif: 6.1 Err.est: 08 t:7.8 gl: 10

Prob.: 0.00001 SIGNIFICATIVO (p < de 0.001)
Var. Homogenea F:13 gl V.:55 Prob, V.: 04
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5.3. Presentacion grafica de los resultados



124

Se presentan graficamente, en las figuras 38-43, los valores medios de los
parametros estudiados en los diferentes grupos, asi como su desviacién tipica.
La significacion estadfstica obtenida en el anéliss previo se expresa de la

siguiente forma:

*:1p < de 005
**:p < de0.01
***p < de 0.001
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Malondialdehido

MDA pMol/mg.
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Figura 38. Representacién comparativa de los valores de MDA en los grupos de

isquemia-reperfusion.
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Malondialdehido

MDA pMol/mg.

120
* % & *hok

100 _____ L. LT T —

80! - e I R
60 ,,,,,,,,,,,,,, s e TTET
40! - - b son e —

20 - - ........... B .

0 J

Control 130 I30ALO
grupos

Figura 39. Valores comparativos de MDA de los grupos: control e isquemia de

30 minutos sin y con alopurinol.
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Figura 40. Comparacién de las alteraciones histolégicas en los grupos de

isquemia-reperfusién.
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Figura 41. Cuantificacién de los valores obtenidos en el estudio de las
alteraciones histol6gicas en el grupo control y de isquemia de 30 minutos siny

con alopurinol.
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Figura 42. Alteraciones uliraestructurales en los grupos de isquemia-reperfusion.

Las unidades son arbitrarias.
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Figura 43. Valoracién ultraestructural en los grupos: control e isquemia de 30

minutos sin y con alopurinol.
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6. DISCUSION
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6.1 Eleccion del modelo experimental
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Se ha intentado conseguir, con el modelo experimental diseiado, que un
segmento de intestino delgado mesentérico permanezca transitoriamente sin
flujo por su arteria principal, manteniendo, sin embargo, la circulacion colateral
adyuvante. Para lograrlo se ha utilizado un sistema reversible de interrupcién del
flujo al actuar sobre el tronco principal de la arteria mesentérica superior de la
rata, preservando la circulacién colateral del mesenterio y sin realizar ningin
tipo de aislamiento o seccidén a nivel del tubo digestivo. Esta forma de producir
isquemia intestinal permite comparaciones con trabajos que utilizan sistemas
equivalentes'’, pero impide que los resultados obtenidos se puedan equiparar
totalmente a los presentados por otros autores como Van ye” o Udassin'”® que
ligan las ramas colaterales o bien Parks®™, Schomberg'” y Muller* que aislan
un segmento intestinal seccionando el mesenterio y el intestino.

Para determinar el tiempo de isquemia y de reperfusién, muy variable en la
literatura, intentamos, con multiples pruebas, acercarnos al tiempo minimo en
el que fuese evidente, de forma macroscépica, el dano isquémico y se
consiguiese una segura reperfusioén. Debido a la dificultad encontrada para fijar

éste y a que los procedimientos quirirgicos sobre la arteria en la cirugia
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vascular-digestiva oscilaban entre media hora y una hora se decidié adoptar
éstos como referencia. En cuanto a los tiempos de reperfusion se decidi6 valorar
uno muy corto donde se valoraria si a la rdpida formacién de RLO que ocurre
al permitir la masiva entrada de oxigeno con la retirada del clamp se
correspondia con precoces alteraciones a nivel bioquimico y estructural, y otro
mds largo para ver el comportamiento a corto plazo.

Como parametros de valoracién del dafioc producido por efecto de la
isquemia-reperfusién y del posible efecto terapeiitico del alopurinol se han
utilizado las variaciones en la concentracién de malondialdehido en la mucosa
intestinal, zona de la pared intestinal en donde se ha demostrado que son
mayores los niveles de XO'™, los cambios histolégicos y las alteraciones que
a nivel ultraestructural presenta el enterocito.

El malondialdehido es considerado el indicador més fiel de la peroxidacién
lipfdica al ser un metabolito obtenido como consecuencia de la accién directa
que sobre los lipidos tienen los RLO. Su cuantificacién se hace por el método
del TBA utilizando espectrofotometria, al igual que muchos otros

autores®-116:118,119,135

, aunque en ningtin caso sobre nuestro modelo experimental.

El estudio por microscopia Optica y electrénica nos permite tener una vision
de los cambios que se producen en la estructura del tejido y mas concretamente
en el enterocito, testimonio de la acciébn que sobre la generalidad de los
componentes de la célula tienen todas las sustancias liberadas en la isquemia-
reperfusion intestinal, entre las que se encuentra de forma destacada los RLO.
La valoracién histolégica se realiza segin criterios universalmente aceptados y
la ultraestructural de forma original considerando aquellas estructuras celulares
que en estudios realizados por Aho” y Brown’ mds claramente reflejaban el

dano producido por la isquemia intestinal.
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6.2. Discusion de los resultados obtenidos



136

6.2.1 ALTERACIONES PRODUCIDAS POR LA ISQUEMIA

La isquemia que se produce segin el modelo expuesto condujo a cambios
tanto en la concentracién de MDA mucoso como en los pardmetros observados
a nivel optico y electrénico.

En los tiempos considerados de 30 y 60 minutos, la concentracion de MDA
se elevé de forma significativa con respecto al control, sin que se produjeran
diferencias considerables entre ellos. Aunque la elevacién de los valores de
MDA en la isquemia aparece en practicamente todos los trabajos que lo miden,
s6lo en la muestra obtenida del plasma eferente de un intestino con obstruccién
y compromiso vascular hubo cambios significativos'®. En el resto, siempre sin
circulaci6n colateral, el incremento fue escaso e inexplicado”™!1&1&11%,

Ademds de la cuantificacién de un derivado de la accidn de los RLO sobre
los lipidos que forman parte de las diferentes membranas celulares se han
reconocido en nuestro estudio alteraciones observables con el microscopio éptico

y electrénico que son consecuencia de los efectos que aquellos de forma directa

o mediada por los PMN tienen sobre el tejido y los diferentes componentes de
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la célula. Asi, en el tejido sujeto a diferentes tinciones se han observado a nivel
6ptico espacios subepiteliales mds o menos amplios, inicialmente en el vértice
de la vellosidad, con més frecuencia en la isquemia més corta, donde sin
embargo lo que predominé fue el despegamiento epitelial de las vellosidades,
sobre todo a nivel apical. En la isquemia de 60 minutos el epitelio se encuentra
ain més desestructurado y presenta focos més o menos aislados de
extravasacién de hematies en la ldmina propia. Con el método que utiliza el
PAS (4cido peri6dico de Schiff) se aprecia con gran claridad que disminuyen las
células caliciformes en los tercios més distales del villi conforme aumenta el
dafio isquémico, perdiendo en estadios avanzados Ssu membrana pero
manteniendo uniforme su contenido, indicador de poco tiempo de evolucién del
proceso en que se ven involucradas. En la tinciébn de Masson-Goldner se
aprecian escasos trastornos en la disposicion y reparto de las fibras de la
submucosa al ser observables cuando se tifie el coldgeno.

En el estudio ultraestructural se aprecian desestructuraciones y desaparicién
de alguna zona de las membranas, tanto del microvilli como de las mitocondrias,
en las que sin embargo lo que destacaba era su tendencia a hacerse mds
esféricas, la afectacion de las crestas y el cambio de densidad de la matriz. En
el nucleo se aprecia la agrupacion de la cromatina en la periferia y en el RER
irregularidades y zonas aisladas sin ribosomas. En 1a isquemia de 60 minutos, a
diferencia de la de 30, fue a nivel de los microvillis y del nucleo donde las
alteraciones fueron mas marcadas.

Se podrian justificar las alteraciones bioquimicas, histoldgicas y
ultraestructurales en este modelo de isquemia no s6lo por la ausencia de
oxigeno y de otros nutrintes necesarios para la mantener la estructura y funcién
celular, sino tambien por la génesis de RLO que se producen al suministrar
sangre oxigenada, por via de las colaterales mantenidas o incluso desde la luz
intestinal, a un area de intestino delgado isquémico cuyos niveles de SOD en la
pared intestinal estdn disminuidos®.

Autores como Schoemberg!’ y Gibson'®® consideran que no sélo durante la
reperfusién sino tambien en la isquemia, por factores ain desconocidos, se

produce dano mediado por RLO sobre componentes biolipidicos. De hecho, en
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estudios realizados en nuestro departamento, después de 30 minutos de isquemia
hepética normotérmica y total tambien se hall6, de forma significativa, elevacion
de los niveles de MDA!Y,

Los datos obtenidos se podrian extrapolar, dado el modelo experimental
empleado, a 1o que acontece en el intestino delgado cuando se produce un
embolismo arterial del tronco principal de poco tiempo de evolucién, se estd
realizando una anastomosis 0 practicando una exploracién con un cateter de
Fogarty; situaciones que tienen en comdn una isquemia transitoria del intestino
al interrumpir el flujo en el tronco principal y que son cada vez mas frecuentes

en la atencién quirirgica vascular-digestiva actual.

6.2.2 EN RELACION CON LA REPERFUSION

Se han valorado dos tiempos de reperfusién muy diferentes, uno ultracorto de
20 segundos y otro mayor, aunque se podria considerar corto, de 10 minutos. En
el primero se considera que en los cambios producidos sélo participarian los
RLO, muy reactivos y de vida media del orden de los milisegundos,
microsegundos o nanosegundos, y en el segundo, al quedar demostrado que ya
hay incremento en los niveles de mieloperoxidasa a los 5 minutos de la

reperfusién'®®

, que podrian particiar ademés los PMN.

En las determinaciones de MDA realizadas a los 20 segundos de reperfusion
después de 30 minutos de isquemia los valores hallados fueron ligeramente
inferiores a los correspondientes a la isquemia s6la. A diferencia de lo ocurrido
en la situacién anterior, después de 60 minutos de isquemia los niveles de MDA
si fueron superiores, aunque muy poco. En ninguno de los dos casos las
diferencias fueron significativas. Cuando se consideraron reperfusiones de 10
minutos tanto después de 30 como de 60 minutos de isquemia los valores de
MDA fueron inferiores; de forma significativa para una p menor de 0.05 en el
primer c¢aso.

En el estudio histolégico las reperfusiones no ofrecieron diferencias
significativas en relacién con ninguna de las isquemias, siendo sé6lo casi

significativa en el caso de la reperfusion de 10 minutos después de 30 minutos
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de isquemia, corroborando asi lo demostrado por Udassin y Cols.!”*: que la

reversibilidad del dafio inducido en la mucosa intestinal sometida a isquemia
total durante 30 minutos empieza a hacerse evidente a los 10 minutos de
reperfusién, siendo reducido el dafio original a cerca de la mitad a los 50
minutos.

A nivel ultraestructural se hallaron diferencias significativas en la isquemia de
30 minutos con la reperfusién de 10 minutos y en la isquemia de 60 segundos
con ambas reperfusiones, Las alteraciones observadas en las reperfusiones se
consideraron diferentes desde el punto de vista cuantitativo ya que
cualitativamente no se vieron lesiones distintas a las halladas en la isquemia.

Se podrian interpretar estos datos como que fue durante la isquemia, por la
accién compensadora de las colaterales, cuando se produjo el efecto y la
formacién de RLO y que en el momento de la reperfusién ya se habia
transformado la XO en XD y el oxigeno suministrado no condujo a la génesis
de RLO o que ésta fue insuficiente para detectar sus efectos suplementarios
sobre los lipidos. A nivel ulraestructural las observaciones realizadas indican que
su estudio es un buen indicador de los cambios producidos en las células en

reperfusiones de corta duracién después de isquemia de 30 y 60 minutos.

6.2.3 EFECTOS DEL ALOPURINOL

El alopurinol, al igual que su metabolito el oxipurinol, inhibe la xantin oxidasa
y por tanto impide la formacién del radical superéxido e indirectamente la de
otros radicales libres producidos en la isquemia-reperfusion intestinal®’.

Los resultados obtenidos en la medida de la concentracién de MDA vy las
observaciones optica y electrénica con la isquemia, en nuestro modelo
experimental, nos hacfan suponer que habia peroxidacion lipidica producida por
RLO en ese momento.

Cuando se administra alopurinol al grupo de animales con isquemia de 30
minutos sin reperfusion encontramos que los niveles de MDA son inferiores al
grupo sin droga, con una significacién de p menor de 0.001. Estos datos se

apoyan ademds en lo hallado en las observaciones dpticas, de forma menos



140

significativa, y en las realizadas con el microscopio electrénico.

A diferencia de lo demostrado por Van Ye y cols.”: que la inhibicién de la
peroxidacién lipidica con U74389F no se acompafa de un menor dafio
morfolégico en la mucosa intestinal; nuestros resultados indican que la
inhibicién de 1a XO con alopurinol, probablemente al minimizar los efectos que
los RLO tienen no sélo sobre los lipidos sino tambien sobre proteinas, hidratos
de carbono y 4cidos nucleicos, ademés de disminuir los niveles de MDA
tambien mejoran las lesiones producidas en la mucosa intestinal y en el
enterocito.

Estos datos pueden contribuir a la mejor definicién de la "ventana terapeitica”
que podria ser ampliada, al menos en algunas circunstancias clinicas o
experimentales, al tiempo de isquemia. Asi el "beneficio bioguimico” del uso del
alopurinol en la isquemia-reperfusi6n, demostrado en multiples estudios™**511%,
permite plantear su ensayo terapéutico en la clinica, en situaciones quirurgicas
con interrupcién transitoria del flujo mesentérico (v. gr. arteriorrafias,
reimplantes arteriales, trasplantes, etc) con la intencién de evitar lesiones en la
mucosa intestinal y posteriores consecuencias, como puede ser el fallo

multiorganico, a nivel sistémico.
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7. CONCLUSIONES
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1. La isquemia intestinal producida por interrupcién del flujo, a nivel de la
arteria mesentérica superior, durante 30 y 60 minutos, eleva significativamente
la concentracién de malondialdehido mucoso y produce alteraciones tisulares y

en el enterocito.

2. La reperfusion intestinal de 20 segundos disminuye los niveles de
malondialdehido después de 30 minutos de isquemia y practicamente no los
modifica después de 60, no produce cambios a nivel dptico y si menores lesiones

en el estudio ultraestructural después de 60 minutos de isquemia.

3. La reperfusién del intestino delgado de 10 minutos disminuye los niveles de
malondialdehido tras la isquemia de 30 y de 60 minutos, siendo este descenso
significativo en el primer caso. Produce una mejoria casi significativa después de
30 minutos de isquemia en el estudio histoldgico y de forma significativa

después de ambas isquemias en el andlisis de su ultraestructura.
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4. El alopurinol intravenoso, a dosis de 50mg./Kg. de peso, reduce
significativamente los niveles de malondialdehido en la mucosa intestinal
sometida a 30 minutos de isquemia, asi como el grado lesional a nivel 6ptico y

ultraestructural.
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