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1. JUSTIFICACION
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La isquemia intestinal, generalmente como tromboembolismo mesentérico,

definepor símismaun cuadroclinico-patológicoprecisoqueafectaa un número

crecientede enfermos;paralos cualeses, confrecuencia,causade muerte.

Oservacionesrecientes, clínicas y experimentales,han evidenciado que,

ademásde en la situaciónanterior,el daño sobre el tubo gastrointestinalpor

isquemiapuedeapareceren la evoluciónde múltiples procesos,sobretodo del

ámbito quirúrgico,dondehayun defectodeperfusiónsanguineaproducidopor

la interrupcióndel flujo debidoa causaslocaleso sistémicas.

Las especiesmolecularesdenominadasradicaleslibresdeoxígeno,generados

en la reperfusiónquenecesariamenteha deseguira la isquemiasi sepretende

mantenerla vitalidad celular, al actuaren el intestino, producenun daño de

especialsignificación. Se ven implicados en la patogeniade entidadestan

importantescomo el fallo multiorgánico,presenteen muchospacientesen el

postoperatorioinmediatodurantesuingresoenunidadesdecuidadosintensivos.

Con la intención de participaren los nuevosavancesde la fisiopatologíade

la isquemia-reperfusiónintestinal,entrelos que se incluyen los efectosde los

radicaleslibres de oxígeno, se diseña un modelo experimentalque remeda
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circunstanciasquirúrgicasconcretasde isquemiaintestinal.Sobreésteseestudia

la peroxidaciónlipídica, comoparteimportantede los trastornosbioquímicos

queseproducen,los cambiosestructuralesinducidosy el posiblepapelprotector

quetieneenestassituacionesun antioxidante.Sevaloranloscambiosene] nivel

de malondialdehidoy las alteracioneshistológicasy ultraestructuralesde la

mucosaintestinalsometidaa isquemianormotérmicay los efectosquetienenla

reperfusióny la administraciónde alopurinol.

Conestetrabajosepretendeprofundizarenel conocimientode los fenómenos

metabólicosque acontecenen circunstanciasrealesdel quehacerquirúrgico y

buscarfórmulas que nos permitanmejorarla atenciónde algunosde nuestros

enfermosantelos quegeneralmentenos sentimosmuy impotentes.
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2. ESTADO ACTUAL DEL TEMA
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2.1. Introducción

La palabra isquetitia uc¡íva u~,’a.’
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La palabraisquemiaderivade lasgriegas“ishein”, carencia,y ‘haima”, sangre.

Se define entonces como isquemia intestinal a aquella situación en la que el

intestinoseve privadodelsuficienteaportesanguineoy por tanto de oxígenoy

los nutrientesnecesariospara conservarsu metabolismoe integridadcelular.

Este concepto se ha de completar, como recomiendanJohnsony Weil,

considerandola falta de eliminaciónde CO2 y por tanto su excesoen el tejido

intestinal con isquemia
1.

Las enfermedadescirculatorias,fundamentalmenteisquémicas,en Asturias,

enel año 1990, han sido responsablesdel38.5% de la mortalidad,porcentaje

queasciendeal 43.7%enla franja de edadcomprendidaentrelos 75 y 84 años

y al 55.6% en aquellosmayoresde 85 años2.

A nivel digestivo la isquemia intestinal es el trastorno circulatorio más

importante,responsablede forma directa de un númerocadavez mayor de

ingresoshospitalarios y de una gran mortalidad, del 57 al 85% de los casos,

incluyendoseriescon técnicas que permitendiagnósticosprecocesy las más

optimistas medidas terapéuticas3’4”’. Es, además, un factor intimamente

implicadoenel compromisoevolutivo deentidadestanfrecuentescomoel fallo
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cardiaco, shock, peritonitis o enfermedad vascular aterosclerótica o inflamatoria.

Relacionada, según algunos autores, con el síndrome de fallo multiorgánico

presente en muchos enfermos posiquinirgicos graves y asociado al 85% de las

muertes en las unidades de cuidados intensivos67’8.
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2.2. Etiopatogenia de la isquemia intestinal aguda.
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Se puede producir isquemia intestinal aguda, en síntesis,de dos formas

diferentes:

1) Localmente interrumpiendo el flujo a nivel arterial o venoso mesentérico

(isquemiamesentéricaobstructiva).

2) A distanciapor una disminución del aporte sanguineosin causalocal

concurrente(isquemiamesentéricano obstructiva)

Se actuasobre la arteriamesentéricade forma directacuandose producen

embolias o trombosis y en aquellas situaciones,la mayor parte en actos

quirúrgicos,dondehay laceracionesparcialeso reimplantesarteriales,o bien

trasplantesparcialeso totalesde la víscera.

El embolismoarterial escausamás frecuentede isquemiaintestinalaguda

que la trombosis9, en ambas, en situación aguda, generalmentese produce

isquemia total, de extensión muy variable y permitiendo, por la especial

distribuciónde las ramasarteriales,la posibilidadde uso de colateralesque, en

ocasiones,puedensuplir, al menosen parte, la carenciaoriginal.
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Las manipulaciones quirúrgicas que vandesdesuturassimpleso by-passhasta

los reimplantes de la arteria mesentérica superior en situaciones de

traumatismos o en el curso de intervenciones por aneurismas aórticos, sobre

prótesis aortobifemorales, de alguna forma reproducen el esquemaanterior,con

el posible uso de colaterales10’11’12.

Los autotrasplantes segmentarios de yeyuno sustituyendo faringe o esófagoy

los trasplantes intestinales que, aunque aún no de forma generalizada, ya se

estan realizando en la actualidad, obligan a la interrupción total del flujo y de

la continuidadde la luz intestinalaislandoel segmentointestinalde forma que

pierde toda capacidadde uso de colatera]es.Se produceasí unainterrupción

bruscadel flujo y una revascularizacióntambienrápida sin el concursode

colaterales13’14’15.

Se produce isquemia de forma indirecta, por el éxtasis y el edema de la pared

intestinal, o de forma directa,segúnlos casos,en situacionesde estrangulación

herniaria, obstrucciónpor adherencias,vólvulo e invaginacionesintestinales;

dondeno sepuederecurriral uso decolateralesparala reperfusióny seasocian

fenómenosen relacióncon la creaciónde una asaintestinal ciega’6.Tambien

essecundariala isquemiaintestinalquesiguea la trombosisvenosamesentérica

primaría o la que apareceen casos de hipertensión portal, infecciones

intrabdominales,carcinomatosiso estadosde hipercoagulabilidadcomolos que

aparecenen situacionesde deficienciade proteina5 o C, de antitrombinaIII,

policitemia vera, trombocitosis postesplenectomíao uso de contraceptivos

orales’7’18”9’20.

Se consideran causas de isquemia mesentérica no oclusiva el shock, los

estadosde bajo flujo, la terapiavasodilatadora,las fístulas arteriovenosas,el

feocromocitoma,la hemodiálisis y los bypass cardiopulmonares18.21,22,23,24

Se produceunaisquemiaen la quedisminuyeademásel potencialcompensador

de las colateralesmanteniendosin embargoindemnela continuidadde] tubo

intestinal.

Las peculiaridadesanatómicasdel arbol vascularintestinal y las diferentes

posibilidadesenlo querespectaa la forma dedisminuirel flujo sanguineohacen

imposible el desarrollo de un diseño experimentalque respondade forma
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general a todos los perfiles posibles.

2.2.1. CIRCULACIONMESENTERICA

Al daño efectuado por el déficit de oxígeno y nutrientes propio de la isquemia

intestinal contribuyen diversosfactores.A nivel general destacala perfusión

sistémica;de hechoencondicionesnormalesel 25%delgastocardiacosedirige

al tracto digestivo,demostrándosepor técnicasde lavado de gasesqueel flujo

sesitua entre500 y 600 mi./minuto2’t La carenciade oxígenoa nivel tisular,

másque el deficit de cualquierotra sustancia,es quien define la viabilidad

tisular en situacionesde bajo flujo~t Con la isquemiaintestinal disminuye el

flujo sanguineoy afecta estacircunstanciaal transportede oxígeno(DO
2) y

secundariamenteal metabolismo aerobio en función de la capacidadde

compensacióndeparámetroscomola hemoglobina,la saturaciónde 02 y todos

aquellosqueregulenel sistemacirculatorioesplácnico.Otro factor a teneren

cuentapara definir la correctaoxigenaciónde los tejidos es el consumode

oxígeno(yO2), relativamenteindependientedel DO2~’
27. El DO

2 normal esde

aproximadamente1000-1200ml/minuto y el V02 de 250 ml/minuto. Sólo se

reduceel consumode oxígenopor isquemiacuandoseconsiguereduciral menos

un 40% el tránsportede oxígeno,estoen el perro se consiguecuandoel flujo

ileal desciendepor debajode 30 ml/min~, y se entraen la faseen la que el

consumodependedirectamentedel transportey ésteunicamentedel flujo si se

mantieneninvariablesla saturacióny la hemoglobina.

De forma local tienenespecialinfluenciasobrela circulaciónmesentéricala

extensióndel flujo colateraly la reacción de los vasos mesentéricosa los

estímulosvegetativos,sustanciasvasoactivascirculantes,factores humorales

localesy productosnormalesy anormalesdel metabolismocelular generados

antesy despuésde la reperfusióndel intestinoisquémico
29.
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2.2.1.1.Fluiocolateral

El intestino delgado mesentérico, irrigado por la arteria mesentérica superior,

recibecirculacióncolateraltanto de comunicacionescon las ramasdel tronco

celiacocomo con ramasde la arteria mesentéricainferior~’3’ (Figuras 1 y 2).

Es rara la situaciónen que manteniendola permeabilidadde alguna de los

anterioresvasosprincipalesse produceisquemiamesentéricasintomática29,de

hecho se ha comprobadoexperimentalmenteque la isquemia mesentérica

superior determinaun incremento del flujo de la arteria hepáticay de la

oxigenaciónen el sistemavenosoportal32’33.

Las colateralesextraparietalesexisten tanto a nivel de arcos primarios,

secundarioso terciarioscomoa nivel de las arteriasmarginalesde Drummond

o el arco de Riolan&~ (Figura3). A nivel de la paredintestinal existeun plexo

vascular muscular externo y de éste parten, en dirección a la mucosa y

atravesandola muscular, vasos que forman posteriomenteel rico plexo

submucoso.De este último sale una arteriola central que pierde su capa

musculary searborizaconstituyendola red capilar subepitelialvellositaria.

En los plexosde la muscularis,submucosay mucosase formantrescircuitos

en paraleloque a su vez estáncontroladospor una serie de componentes

dispuestosen serie: las arteriolasde resistencia,los esfínteresprecapilares, los

capilares, los esfínterespostcapilaresy los venulaso vasos de capacitancia

(Figura 4)34

Las arteriolasson el primero y mayor determinantedel flujo sanguineoal

lecho esplácnico,definidopor la diferenciaentrela presiónhidrostáticaarterial

y venosay la resistenciavascularque a estenivel seofrece (ley de Ohm). Los

esfínteresprecapilaresy postcapilares, distalesalasanteriores,contribuyenpoco

a la resistenciavasculary supapelsecentrafundamentalmenteenel interambio

transcapilarde fluidos y solutos.Las vénulasy resto de vasosde capacitancia

intervienenpoco en la regulacióndel flujo y su función se centraen definir el

volumende sangresecuestradaen el sistemacirculatorioesplácnico,quepuede

representarhastael 30% del volumensanguíneocirculante34’~.
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Figura 1. Red de colaterales de la arteria mesentérica superior e inferior en el

humano.Modificadade Klomblith PL y cols?0.MC = cólica media, RC= cólica

dercha,RCMC= cólica derechay media común, SM = mesentéricasuperior.

IM = mesentéricainferior
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Arterias el tI,. gastrointestinal trací, dorsal aspad. .4. stomacb; 3. spleen 5. pancreas: O. d.,odcnum; E. >e¡unu’TU
interrupted F leum: G, cecum: 3. colon: 1. rectum- / a celiac. 2. a. lienalis. 2. rr. gasrric¡. breves: 2. a. gastráca sin.: 4. a
bepaticá: 5. a. gastroduodenalés; 5, a. gastroepiploica dextra; 7. a- gasíréca dextra. 8. a. pancreaticoduodenal¡s cran-: 9, a- mesen-
tarje. cran ‘O a coljca media: 1>. a- pancraaticoduod.nalis caud.; 12. a. col ¡ca de,tra: ‘3. sa. ¡ejunales /4. a- jlgocecorol¡ca:
15 r colícus. /6 u lea, 1Z. r cecalis: 78. a- m.s,nteruca caud: 79. a colica sin - 20. a rectalis- Ijraw¡ng ~a8 Ruppel

Figura2. Circulaciónarterialdel sistemagastrointestinalde la rata.Tomadode

Hebel R. y StrombergMW.31.
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Figura 4. Anatomía microvascular de la circulación esplácnica. Tomada de

Mucoso

Reilly PM. y colY
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2.2.1.2.Factoresautónomos

Dependientesdel sistema nervioso simpático, y en menor medida por

catecolaminascirculantes. La disminución del flujo sanguineose asocia a

vasoconstriccióndesproporcionadade los lechosvenososposcapilares,acción

que mediadapor los receptoresalfa-adrenérgicostrastornael funcionamiento

de los vasosde capacitancia~.Al cabo de pocos minutosy por el escape

autorregulatorio en el que intervienen receptores beta-adrenérgicosse

rncrementael flujo sanguíneohastaniveles casi normales,aunquede forma

transitoriaya quesi seprolongaseproducevasoconstricciónactivamediadapor

otros factoresquepersisteninclusodespuésde corregir la causaprimaria del

descensodel flujo29.

2.2.1.3. Factoreshumorales

Son la angiotensinaII y la vasopresinalos principalespeptidosvasoactivos,

otros como el péptidointestinal vasoactivo(VIP), el glucagóno la prolactina

tienenunacapacidaddeacciónmuchomenosdeterminante18.La vasopresinase

produce como consecuenciade la hipotensión general y actua produciendo

vasoconstricciónde forma preferentesobre la circulación mesentérica~.Por

su partela angiotensinaII tambienproducevasoconstricciónesplácnicay de

hechosepodríajustificar la isquemiamesentéricaen estadosde bajo flujo por

el mayor númeroy la gran afinidadde los receptoresde angiotensinaII en el

músculo liso vascularde los vasosmesentéricos37.Ademáscuandosebloquea

el eje renina-angiotensina,con nefrectomíao con un inhibidor selectivode la

enzima convertidora de angiotensina (EtA), la disminución de flujo y

resistenciaspor vasoespasmode la arteria mesentéricasuperior,así como el
38gradode lesión tisular, disminuyennotablemente
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2.2.1.4. Factores locales

Intervienenprecozmentelas endotelinas(tipo 1, 2 y 3), liberadaspor las

célulasendoteliales,cuyo aumento,junto al descensode los nivelesdel factor

relajantedel endotelio,desencadenaun intensovasoespasmo39’t

La hiperpotasemia,la hiperosmolaridadsanguinea,la disminución de la

tensiónlocal de oxígeno,la adenosina,la concentraciónelevadade dióxido de

carbonoque produceacidosis local, así como algunosmetabolitosdel ácido

araquidónico como la prostaglandina E2 y la prostaciclina, potentes

vasodilatadores,actuanen situacionesde isquemiaintestinalsobrelos vasosde

resistenciaproduciendohiperemialocal en unafasemástardía18’29’41.
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2.3. Fisiopatología de la isquemia-reperfusián del intestino

delgado.
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En las últimas décadas,desdeel descubrimientode la enzimasuperóxido

dismutasa(SOD) en 196842, se han introducido nuevosconocimientosen la

fisiopatología de los trastornoscirculatorios. La utilización de este enzima,

detoxificador del radical superóxido, permitió estudiarla relación entre la

formaciónde radicaleslibres de oxígeno(RLO) y los fenómenosde isquemia-

reperfusión intestinal43. El daño producido en la reperfusión surge en el

momento en que se restableceel flujo sanguineoen el area intestinal con

isquemia. Se caracterizapor la aparición de un intenso vasoespasmoy la

presenciade lesionesen la mucosaintestinalmediadospor la acciónde los RLO

de forma directao a travésde la activaciónde los neutrófilos.

2.3.1 ISQUEMIA Y ALTERACIONES DEL EQUILIBRIO DEL Ca2~:

EFECTOSPRERREPERFUSIONALES

Cualquierórganosometidoa isquemiapresentaincialmentealteracionesa

nivel molecular y sólo tiempo después lesiones visibles en la célula

parenquimatosay restode componentesdel tejido. La toleranciade cadatejido
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u órgano a la isquemiaes muy variable y los signos clinico-patológicosde

necrosisaparecenendiferentesmomentosy despuésde deficitsperfusionalesde

muy diferenteorden.Sin embargo,algo comúna todaisquemia,independiente

del tejido u órgano al que afecte, por tanto válido para el intestino, es la

deplecciónde fosfatos de alta energía:adenosintrifosfato(ATP)«. Este deja

de ser sintetizadoen el ciclo de Krebsy esdegradadoa hipoxantina,pasando

por adenosinmonofosfato(AMP), adenosinae inosinat EsteATP eliminado

puede ser regenerado,en el caso de la mucosa intestinal, si el tiempo de
45

isquemiano sobrepasalos 30 minutos
Una de las consecuenciasde la caida energética,de gran trascendencia

metabólica,esla elevacióndel Ca2~ citosólicoa expensastanto del existenteen

el ambienteextracelularcomodel intracelular.Esto esdebidoa la inactivación

de la ATPasa de la membranacitoplasmáticaque no puede mantenerel

gradientenormal de Ca2~,conunaconcentracióndel ordende 10.000mayoren

el exterior, y a la liberacióndel existenteen el retículo endoplásmicoy las

mitocondrias, debido a la pérdida del sistema electrogénico(“motor de

protones”)situadoen la carainternade la membranamitocondrialy relacionado

con la fosforilación oxidativa~’47. Esta distribución del Ca2~ afecta a un

complejosistemaenzimáticocondiferentesmediadoresy receptoresqueregulan
47

el funcionamientode enzimascitosólicascalcio-dependientes

Destacande los efectosde la elevacióncitosólicadel Ca2~ los siguientes:

1. Activación de proteasascitosólicasCa2~-dependientes

2. Activación de la FosfolipasaA2.

1. Estaactivaciónesresponsablede la alteracióncitoesquelética,reflejadaen

cambiosmorfológicoscelulares(‘abollonamiento’),consecuencia,en parte,del

efecto directo que sobre alguno de sus constituyentes(caldesmon,gelsolina,

villina, vinculina, etc.) tiene la elevacióndel calcio intracelulart

Debidoa unaproteolisislimitada e irreversible,mediadapor la acciónde la

calpaina, proteasacalcio-dependiente,se produce la conversión de xantin



22

deshidrogenasa(XD) en xantín oxidasa(XO). Este cambio de forma de una

misma enzima (de Da O), que podría ocurrir también por oxidación de puentes

sulfidrilo’¶ es muy importantepara entenderlos cambios que ocurrenen la

reperfusión.Mientrasquela XD utiliza comosustratoNAD paraconvertirloen

NADH la XO usa 02 que al reaccionarcon la hipoxantina,producto de la

degradaciónde ATP en la isquemia, da lugar a la formación de radical

superóxidoy peróxidode hidrógeno49(Figura5).

El paso de la forma D (deshidrogenasa)a la O (oxidasa),que se hace de

formacompletaen 10 segundosen la isquemiatotal del intestinodelgado50,es

clave en la hipótesisde Grangery quedademostradomidiendo los nivelesde

XO y XD, comohizo Friedl51, en el plasmaeferentedespuésde isquemia.

Otraenzimacitosólicacalcio-dependientequerequiereademásparasuacción

la presenciade calmodulina y fosfato de nicotinamin adenin dinucleótido

(NADP) es la sintetasadel óxido nítrico o factor relajante derivado del

endotelio(FRDE),presenteenlas célulasendotelialesy neutrófilosy queregula

la síntesisde óxido nítrico a partir del aminoácidoL-arginina’2.El descensodel

nivel del óxido nítrico con la isquemia,ypor tanto del mediadorde su acciónel

monofosfato cíclico de guanosina (cGMP), debido a los cambios de

concentraciónde calcio, justifica la pérdidade la acciónvasodilatadoray por

tantopartede la vasoconstriccióncaracterísticadelmomento.Circunstanciaque

se prolonga durante la reperfusión por acción de los radicales libres de

oxigeno

2. La activaciónde la FosfolipasaA2 debido al desajustecálcico conducea

la liberación de productos del ácido araquidónicoal ser metabolizadoslos

fosfolípidos de membrana.Estos metabolitostienen acción directa sobre la

microcircu]acióny van aparticiparde forma destacadaen el dañomediadopor

el neutrófilo en la reperfusiónlS29S5.
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Ripoxantina + NAD

oxidación de
s u 1 fi os

Hipoxantina + 02

Xantin Deshidrogenasa

4,
Xantin Oxidasa

Acido úrico 4 NADE

proteolisis
limitada

Acido úrico + H202 ±

Figura 5. Transformación de la xantin deshidrogenasa en xantin oxidasa.
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2.3.2. HJPERCAPNIA CELULAR

La degradaciónde ATP y producciónde ácido láctico que acompañaa la

hipoxia conduceal incrementode la concentraciónde hidrogeniones(H~). El

bicarbonato (‘HCO3) es utilizado como tampón y se genera dióxido de carbono

(CO
2) en grandes cantidades.

+ lICO3 _________ 1120 + CO2

La hipercapnia aparece precozmente con la isquemia, no presentacorrelación

con lasalteracioneshistológicashalladasy revierterápido con la reperfusión
18.

Cuandodisminuyeel flujo sanguineola pCO
2seelevadeforma proporcional

al gradode restricción aunquela producciónde CO2 seanormal debido al

inadecuadoflujo venoso
18. El gradiente de pCO

2 venoarterial se ha visto

aumentadorápida y proporcionalmenteen circunstanciasde bajo flujo en

diferentesórganosentrelos quese incluye el intestinodelgado
56.

Ladeterminacióndel incrementode la pCO
2 celulary el posteriorcálculodel

pH intramucosopor mediode la ecuaciónde Henderson-Ha.sselbachseutiliza

en la actualidadcomo indicador de isquemia
57, sin que su significado y

trascendenciafisiopatológicahayansido aúndescubiertas.

2.3.3. DEFINICION DE RLO

Un radical libre es cualquier moléculao átomo que contiene uno o más

electronesno apareadosen su órbita másperiférica. Esta situaciónlos hace

extraordinariamenteactivosy tiendena ceder el electrón,a aceptarotro o a

unirsea un no radical para estabilizarsu electrónde valencia. Así seforman

nuevosradicaleslibres segúnla reaccióngenérica: RH + OH R +

1120,punto de partida de nuevasreaccionesen cadena58
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2.3.4. FORMACION DE RU?

En condicionesnormaleslas célulasmetabolizan,por sistemasintracelulares

comoel complejocitocromo-oxidasamitocondrial,el 97%deloxígenomolecular.

Se produceunareduccióntetravalentey seformandos moleculasde agua.El

3% restanteno utiliza esta ya metabólicasino que se reduce de forma

univalente y generan productos tóxicos como el radical superóxido(02), el

peróxido de hidrógeno (H202) y el radical hidroxilo (0H)~~, esteúltimo es el

más nocivo por ser altamente reactivo y carecer de sistema enzimático de

depuración~. El radical superóxido, sin embargo, es metabolizado de forma

espontaneaal reaacionarcon protoneso iones metálicos, o, mucho más

rapidamente,por catálisisenzimáticade la metaloenzimaSOD, de la que

existen dos formas; una con Cu y Zn en el citosol y otra con Mn en la

mitocondria;segúnla reacción:

02.. - 11202

El peróxido de hidrógenoformadoha de ser a su vez metabolizado,por la

glutation peroxidasao bien por la catalasa.La primera es una selenoenzima

localizadaen el citosoly en la mitocondriay catalizala reacción:

2GSI-1 + 1192 _________ GSSG + 2H20

La catalasa,sin embargo,se encuentraen los peroxisomasdonde además

residenvariasflavin oxidasasquetambiengeneranradicalsuperóxido.Interviene

en la reacción:

21120=_________________ 2H20 + 02

Presentanun papeldefensivoadicionalla fosfolípido hidroperóxidoglutation

peroxidasa, que es similar a la glutation peroxidasa pero que actua

especificamentesobrelos hidroperóxidoslipídicos,y la DT diaforasaqueinhibe
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la transferenciaunivalentede algunasquinonas.

Cuando,en las cirunstanciasque fuere,fracaseno sevean desbordadaslas

anterioresenzimasy seacumulanexcesivascantidadesde 02 y 11202 existe la

posibilidad de que se produzcaradical hidroxilo a través de la reacción de

Haber-Weiss:

Q + Ii~0~ ________ 01+ + OH + 02

0 bien por la reacciónde Fentony Jackson:

11202 + Fe2~ ___________ OH- + OH + Fe3~

El radical hidroxilo no se puede eliminar ni formar con ningún sistema

enzimático y resulta de la suma de las reaccionesque generan radical

superóxidoy peróxidode hidrógeno.

Estaproduccióny eliminación fisiológica de algunosradicaleslibres puede

desequilibrarseen trastornoscirculatorioscomola isquemia-reperfusióndonde

el excesode formación superala capacidadde limpieza (‘scavenging”) de la

célula61’62.

En procesosde isquemia-reperfusióndel intestino delgadose han podido

demostrarde forma directalas variacionesen los niveles de radicaleslibres

utilizando quimioluminiscencia y resonancia de spin electrón63M~• Se

consiguiócalcularla luz queemitia el luminol oxidadoy cuantificarla cantidad

de radical libre secundarioestableal reaccionarla hidroxilamina(OXANOH)

con radicaleslibres de oxígeno,muy inestablesy dificiles de cuantificar.Así se

observó que los radicaleslibres de oxígeno son producidosen el intestino

durantela reperfusióndespuésde un periodode reduccióndel flujo y que, en

el gato, despuésde periodos de isquemia de sesentaminutos, había una

significativa correlaciónentre el daño histológicoy la formación de radicales

libresMM.
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La génesisde estosradicalesen la reperfusiónseexplicapor unadeplección

de adenosintrifosfato(ATP), degradadohasta Hipoxantina y la acción del

enzimaXantin-oxidasaque en presenciade oxígeno catalizala reacciónque

conduceal radical peróxido4~Figura6).
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2.3.5. EFECTOS DE LOS RADICALES LIBRES A NIVEL MOLECULAR

Los RU?actuan fundamentalmente como oxidantes e interactuan con especies

moleculares tanto intra como extracelulares.

Sobre las proteinas pueden reaccionar con aminoácidosque contienenel

grupo tiol y desnaturalizarías,producir entrecruzamientoscatalíticos ‘cross

linking’, polimerizarlas,degradaríaso inhibir su acciónenzimática67’t

A nivel de los ácidos nucleicos se han demostradoalteracionesen la

transcripción,traslocacióny replicación del DNA, aumentandoel riesgo de

mutacionesy muertecelular, por rotura y alteracionesde las basespúricasy

pirimidínicas por hidroxilación, particularmentea través del 1120=por la

reacciónde Fenton,y producciónde entrecruzamientoscatalíticosen los que

tambienparticipael malondialdehido,al interaccionarcon los gruposaminodel

ADN69.

En el casode los carbohidratoslos RLO inactivanla via de la gliceraldehido-

3-fosfato deshidrogenasa(GAPDH), hacen descenderel nicotin adenin

dinucleótido (NAD) y producenuna discreta acidosisy un aumentode la

concentraciónde calcio intracelular. Además al actuar sobre los grupos

glucosamina(CH-NH), por mediación del aldehido malónico, se producen

alteracionesen los receptoresde superficiede la membranaplasmáticat

El efecto que tienen los RLOsobre los lípidos se denomina de forma genérica

peroxidaciónlipídica y hastahacevarias décadassólo se la relacionabacon la

químicade los aceitesy las grasasy su interésse centrabaen el campode la

tecnología de los alimentos. Fue Tappel en 1962 quien primero sugirió la

posibilidad de que la peroxidación lipídica es un proceso clave para el

conocimientode la forma en queseproduce,endeterminadascircunstancias,el

daño celular sobre las membranasplasmáticas.Inicialmente se observó que

estabaen relación con la deficiencia en el aporte de vitamina E u otros

antioxidantesde la dieta70.
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2.3.6. PEROXIDACION LIPIDICA

En la actualidad los fenómenos de isquemia-reperfusión tisular sonunade las

circunstancias que más está potenciando el desarrollo y estudio de la

peroxidación lipídica tisular que, de forma arbitraria, se puededividir en tres

fases:Iniciación, propagacióny terminación.

Iniciación: Comienzacon la acción de un radical libre sobre las cadenas

alquilo de un ácido graso poliinsaturado(AGPI) que puede estarformando

partede la doblecapafosfolipídicade la membranaplasmática.El ataqueafecta

al hidrógenounidoa un átomode carbonode un grupometilenosituadoentre

dos doblesenlaces,conunarelativabaja energíade disociación(75 Kcal/mol),

quelo hacenparticularmentesensiblea la agresión.

Se constituyeasí un radical lipídico por la acciónde RLO como el anión

superóxido, el peróxido de hidrógenoo el radical hidroxilo. El primero es

insuficientementereactivoparaextraer H~ de de los lípidos y ha de reducirse

(1102.), constituyendouna forma más reactiva. Por otro lado del radical

hidroxilo, congrancapacidadde reacción,sedesconocecomoescapazdemigrar

desdesu sitio de origen hastala membranacelularparaejercersu acción70.

El radical lipídico con el átomodecarbonoactivadoreaccionafacilmentecon

el oxígenoy forma un radical peroxilipídico.Este,mástarde,puedeextraerun

hidrógenode un carbonovecino y formar un endoperóxidolipídico.

Propagación:Se entraen estafasecuandoun radical endoperóxidoreacciona

con otro AGPI para formar hidroperóxido y un nuevoradical lipidico o cuando

el endoperóxidolipídico se metabolizapara formar malondialdehido,el más

comúnde losproductosde la peroxidaciónlipídica susceptiblesdecuantificación

debido a su relativa estabilidad.

La descomposiciónde los hidroperóxidos,catalizadapor hierro u otro metal

de transición, origina radicales alkoxi y peroxiradicales,amplificando la

propagación y dando una segunda generación de radicales libres que pueden

iniciar nuevos hidroperóxidos lipídicos.
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Por otro lado el MDAreacciona con gruposepsilon-aminode proteinas

formandobasesconjugadasde Schiff (Figura 7). También se forman un gran

numerode aldehidos:alcanos,alquenos,4-hidroxialquenos,alcadienos,etc. así

comopequeñascadenashidrocarbonadascomoetanoy pentano~~.

Tenninación: Se consideraque acaba la formación de radicales lipídicos

cuandosecombinandosradicaleslibresdandoun productoestable.Estoocurre

al reaccionarcon otro lípido, proteinas,carbohidratoso ácidosnucleicosenel

entrecruzamientocatalítico (‘crosslinking”).

Las consecuenciasde la peroxidaciónlipídica de las membranascelularesse

detectaen la pérdida de regiones hidrofóbicas en los fosfolípidos y los

consiguientes incrementos en la permeabilidad que se expresan en el

hinchamiento de mitocondrias y vacuolizacióndel retículoendopísmáticoque

aparecen en los estudiosu1traestructurales70’11’~.



32

1 II

4.
¡

4 00
¡

Acido graso polinsaturado

Radical lipídico

Radical peroxilipídico

4-o-o
1 __

RH

QOH

Endoper6xido lipídico

HH
0=CC=CHOH Malondialdehido

R~+ 1 ¡

Hidroperóxido lipídico HH
RNrCCZCHOH

I R NH,
HH H

RNSCCSCNHR

Base de Schift

(NN-aminoiminopropeno)

(ACPI)

RNH2

Figura 7. Secuencia de fenómenos de la peroxidación lipídica.



33

2.3.7. PAPEL DEL NEUTROFILO

El neutrófilo en el compartimentovascularsin flujo se situamarginalmente

y seadhierede forma muy laxa al endotelio.Se dice queestásecuestrado,en

procesos inflamatorios, cuando se fortalece esa adherenciaal intervenir
•56receptoresglicoproteicosde la membranacelulary setrasladaal intersticio

Antes depoderejercersu acciónlesivatisular hade serconducidoal sitio de

acción (quimiotactismo), adherirse al endotelio y pasar finalmente, por

diapedesis,al espaciosubendoteliale intersticio tisular.

Aunqueseconsideraquelos radicaleslibres participanen la quimiotaxis de

neutrófilos activados en el tejido reperfundido aún no se conoce bien el

mecanismopor el quelo llevan a cabode forma directa~.Ha sido en cambio

bien estudiadala forma en que lo hacende forma indirecta a través de los

derivadosdel ácido araquidónicoy fragmentosdel sistemacomplemento.La

liberaciónde radicaleslibres de oxígenoproduceun aumentodel calcio libre

intracelulary la activaciónde la fosfolipasaA2 con la consiguientegeneración

deácidoaraquidónicoy derivados,de tal forma queinhibidoresde la formación

deradicaleslibresevitanla liberaciónde metabolitosdelácidoaraquidónicoen

la reperfusión74.

Dentro de los productosdel ácido araquidónicocon destacadacapacidad

quimiotácticadestacanel tromboxanoA2 y el leucotrienoB4 y del sistema

complemento el fragmento C5a, de especial trascendencia a nivel

intestinal75’76”. Además de los anteriores también tiene capacidad

quimiotáctica otro derivado de la acción de los radicales libres sobre las

membranas:el factor activadorde plaquetas(FAP)~.

Un pasoadicional,necesariopara producir el dañotisular mediadopor los

PMN, esla adhesiónde éstosa las célulasendoteliales,quese puederealizar

de tresformas:

La primeraes la adherenciaespontaneade los neutrófilos marginales,mayor

cuantomáslento es el flujo.

Otra forma esla adherenciaestimuladadel neutrófilo,producidapor el efecto

quimiotáctico del LB4, TxA2, FAP, fracción CSa del complemento, los
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formilpéptidos(FMLP), los inmunocomplejosy por la acciónde las moléculas

expuestasen el endotelio lesionado. Para que tenga lugar este tipo de

adherenciase precisan receptoresespecíficosglicoproteicos de membrana:

CD11/CD18~.Así, anticuerposmonoclonalescontra estosreceptores,comoel

1B4, bloqueanla adhesióny protegendel dañoreperfusional~’~.

La adherenciaendotelialestimuladaesde intensidadsimilarala anteriorpero

semanifiestamástarde.Está mediadapor la acciónde trombina,endotoxinas,

interleucina-1(IL-1), interleucina-6<IL-6) y factor de necrosistumoral alfa

(TNF-alfa) que inducenla expresiónde glicoproteinasen la superficiede las

células del endotelio: molécula de adherenciaintercelular-1 (ICAM-l) y

moléculade adherencialeucocitariay endotelial-I (ELAM-1 o selectina-E>M.

Ademásde las selectinas,quemedianel primercontactoentreneutrófilosy las

células endoteliales,intervienen otras moléculasde adherenciacelular, las

integrinas, que interactuancon componentesdel citoesqueletocoordinando

estímulosextracelularescon accionescomola diapedesisy la fagocitosis.Esta

adherenciase ve contrarrestadapor la producciónde prostaciclinay de un

inhibidor soluble por parte de las células endotelialesque de esta forma

autorregu]any limitan el proceso55.

La última fasepreviaa la activaciónes el secuestrode los neutrófilos,queen

el intestino es clave en el desarrollo del daño mediado por la isqueniia-

reperfusión55.Paraqueocurralos PMN hande pasar,por diapedesis,desdela

superficieendotelialal espaciosubendotelial.Estefenómenose ve favorecido

por la acción del LB4 y por la creación de un gradientede concentración

producidopor formilpéptidos(FMLP, FNLP) y C5a55’81.

Otrosfactoresquetambienaumentanel trasiegotransendotelial,inclusoen

ausenciadel gradientedeconcentración,en endotelioshumanoscultivados,son

la IL-1 y el TNF-alfa~.

2.3.7.1.Activación de los polimorfonuclearesy dañotisular

El dañotisularproducidopor la activaciónde los neutrófilossepuederealizar

por dosvias (Figura 8):
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A) Generaciónde radicaleslibres deoxígeno(‘respiratoryburst<j.

B) Liberaciónde enzimaslisosómicas(degranulación).

A) La primera comienzacon la interacciónde agentesestimulamtesdel

neutrófilo: Fe, fragmentosdepartículasopsonizadaso inmunocomplejos,C5a,

N-formilpéptidos, leucotrieno B4, ácidos grasos, endotoxinasy FAP con

receptoresde membranadel neutrófilo; modificaciónde proteinas-G(guanin

nucleótido)y activacióndel fosfolípido C con formaciónde inositol trifosfatoy

acúmulo de calcio intracelular. Se activa la fosfolipasa D y se hidroliza el

fosfatidilinositol formando fosfatidato y diaclíglicerol. Este actua sobre la

proteinquinasaC y se fosforilizan proteinas que conducena la génesisde

NADPH oxidasade membranaquereduceel oxígeno(02) a superóxido(0=):

NADPH + 2O~ 2% + NADP~ +

El O~ esrapidamentedismutadoa peróxido (11202):

2% + 2H~ H~O~ + 02

En presencia de la mieloperoxidasa(MPO) (enzima de los gránulos

azurófilos) el peróxido reaccionacon el cloruro (CF’) para formar ácido

hipocloroso(HOCI) y cloraminas,pudiendoformar tambienradicalHidroxilo~.

El ácido hipoclorosoen soluciónsalinaproducehipoclorito queesun potente

oxidantede citocromos,adeninnucleótidosy proteinashierro-azufradasasícomo

un sustratoparala génesisde RLO, siendoesteefectorápido e irreversible.

B) La degranulacióndepotentesenzimasdigestivaslisosómicasenel espacio

intercelular compromete la integridad de ]a membrana basa]. Es la elastasa la

mássignificativay la queha demostradomás influenciaen la migración de los

leucocitos en el intersticio al actuar sobre el colágeno, la fibronectina y la

laminina. Otras enzimas que tambien participan son la colagenasa y la
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gelatinasa82(Figura9).

Hay que teneren cuenta,sin embargo,quela intervencióndel neutrófilo a

nivel local escuestionadade maneraquese consideraqueesel mediadorde las

accionesde los radicaleslibres producidosporla isquemia-reperfusiónintestinal

en otros órganoscomo el pulmón o el hígadopero que sobre el intestino

únicamentelos radicaleslibres de oxígenoson los responsablesdirectosde las

lesionesproducidas83.
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Figura 8. Unión de neutrófilo al endotelio y patogenia del daño endotelial.
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2.4. Cambios histológicas
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Los hallazgos anatomopatológicos de los trastornos del flujo a nivel intestinal,

en la clínica, se dividen en dos categoriasbien definidas:necrosisde la mucosa

e infarto transmuralM. A nivel experimental, utilizando tiempos de isquemia

que permitanreperfusionesposteriores,parala valoracióndel daño intestinal

mucoso,se recurregeneralmentea la clasificación de Chiu~. Se considera

comoprimer gradode alteraciónla presenciade espaciossubepitelialesen la

puntadela vellosidad,consecuenciadel aumentode la permeabilidadcapilar49,

y comotiltimo la desintegracióntotal de la láminapropia.A estaescaladedaño

tisularrepresentadapor cinco gradosde trastornomucosode la vellosidadsele

puedensumar,comoproponeParky colsYt 3 gradosmás(6,7 y 8) en los que

se incluye el infarto a nivel de la cripta, transmucoso y transmural

respectivamente.

Otra visión diferente de las alteraciones mucosas considera de forma

independienteel númerode vellosidadesafectadaspor un lado y el númerode
8’7

criptaspor otro
Tambien es posible cuantificar con el microscopio óptico (en micras) la

longitud del villi, la profundidadde la criptay el espesortota] dc la mucosa87’~.



41

Conintencióndeaumentarla sensibilidadde la valoraciónhistológicaalgunos

autoreshan simplificado la escalade Chiu y medido la lesión histológica en

distintos cuadrantesde unamismasecciónintestinal89.

Haglund y colsft0 han conseguido representarde forma esquemática,

basándoseen estudiosde autorescomolos citadosanteriormente,los diferentes

gradosde alteraciónmucosaen función del gradode isquemia-reperfusiónal

queessometidoel intestinodelgado(Figura 10).
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2.5. Alteraciones ultraestructurales
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De acuerdoconlos cambiosobservadospor Aho y Brown sepuedehablarde

todaunaserie de alteracionesque van apareciendode forma sucesivacon el

mayor gradode isquemia-reperfusión71’~.

En un intestino normal se puedenver: Enterocitoscon ribete estriado”

constituidopor microvellosidadesconteniendomicrofilamentosen su interior y

variandode tamañosegúnsu localizaciónen la vellosidad, másaltas en las

células apicales;unidos por sistemasde conjunción: zona ocludens,zonula

adherensy desmosomas(U) constituyendoestrechosespaciosintercelulares.En

el citosolse hallanmitocondrias(M) con crestasy gránulosdensosen la matriz,

retículo endoplasmáticoliso (REL) y rugoso (RER) con los ribosomas

adheridos,el aparato de Golgi (AG) bien formado con algun dictiosoma,

lisosomas(L), sobre todo en el poío apical de la célula, y ribosomaslibres.

Ademásestáel nucleoconla doble capafosfolipídica de la membrananuclear

íntegray la cromatinade distribuciónhomogeneajunto al nucleolo91.

En un primer grado de alteración se ve que las mitocondriasaparecen

hinchadasy la matriz es menosdensaen algunascélulasde la parteapical de

los villi. La membrananuclear presentazonas irregulares y la cromatina
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comienza a agruparse.Se pueden observar algunos linfocitos entre los

enterocitos.

Conmayortiempode isquemiatodaslasmitocondriasestánedematosasy han

desaparecidolos gránulosdensos.Hay dilatacionesde cisternasdel RE, conR

desligados. Aumenta el espacio infranuclear, se reduce el número de

microvellosidadesa diferentesnivelesy seagrupamásla cromatina.

Posteriormenteel borde en cepillo se vuelve irregular, con desaparición

parcial de microvellosidades. Los U aparecen ensanchados,algunos

distorsionados,en las células de la zona apical de la vellosidad. Hay alguna

rotura en la membranay el RE sedistiendeformando ampliasvacuolas.Las

mitocondriasaparecenmuy hinchadasy los cambiosmencionadosseempiezan

a observarocasionalmenteen las célulasde las criptas.

Despúes de una hora se empieza a hacer evidente la vacuolización

extracelularentre los microvilli y aparecenlos desmosomasensanchadosen

todas las vellosidades.Estosúltimos cambiosse acentúanmástarde, hay una

granvacuolizaciónintracelular,ampliosespaciosintercelularesenlos complejos

de unión, inclusoen la zonade las criptas,y en los nucleosla cromatinaestá

muy agrupada.

Todasestasalteracionespuedenserordenadasy establecer,comosehacecon

la lesión histológicaunaescalade gradosde lesión ultraestructural92.
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2.6. Posibilidades terapéuticas
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Aunqueel tratamientomásefectivoparaprevenir el daño producidoen la

isquemiamesentéricaseaevitar el vasoespasm&tunaterapeúticaalternativa

esla utilizaciónde agentesqueatenuenlos efectosde la formaciónderadicales

libres de oxígeno.Así las drogasantioxidantespuedenactuaren la reperfusión

intestinalpor mediode los siguientesmecanismosde acción:

1.- Interfiriendoen los procesosde formaciónde radicaleslibres.

2.- Bloqueandosu acción.

3.- Suprimiendo la ampificación secundaria al impedir la implicación del

neutrófilo e interceptar el ataque de radicales libres secundariosu otros

componentes biológicos derivados.

1.- Se bloquea la formación de radicales libres de oxígeno con el alopurinol y el

oxipurinol, su metabolito activo. Ambos son análogos estructurales de la
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hipoxantina e inhiben, de forma competitiva y no competitiva respectivamente,

la xantinoxidasa (XO) aumentandoasí la concentraciónde hipoxantina y

disminuyendo los niveles de ácido úrico en los homogeneizadosde la pared

intestinal93’~’~’~. El ácido fólico y el pterinaldehido actuán de la misma

forma que el anterior evitando la formación de superóxido97.

Otras dos formas de inhibir la génesis de radicales libres de oxígeno es

impedir el paso de XOa XD, como hace el inhibidor de la “Soybean trypsin” o

inactivarel apoenzimade XO que seconsigueconunadieta rica entugstenoo

deficitariade molibdeno97’~.

2.- La acciónde los RLO puedeser moduladapor mecanismosenzimáticoso

no enzimáticos. La SOD, barredoradel radical superóxido, administrada

parenteralmenteo instilada a nivel local, en su forma bovina o humana

recombinante,ve limitadossusefectospor la cortavida mediade su molécula

(seisminutosaproximadamente).SehanutilizadoinmunoglobulinahumanaIgAl,

polietilenglicolo liposomasconla intencióndeprolongarla,llegandoenalgunos

casosa conseguirunavida mediade 40horas~ La catalasa,queeliminaH
202

y evita la formacióndel radical hidroxilo a través de las reaccionesde Haber-

weissy Fenton,tambienpuedeser de utilidad y para aumentarsuvida media,

tambien corta, se puede recurrir a las mismas fórmulas que se utilizaron

anteriormente~

Los ‘Scavengers”no enzimáticosreaccionandirectamentecon los RLO para

formar productosmenosreactivosy entre ellos destacan:CuDIPS,cobre(II)

(ácido3,5-diisopropilsalicílico),CuMeTIM, CuTIM, CuDIM, Desferal-Mn(DF-

con una actividad similar a la SOD. El manitol, la albúmina, el

dimetilsulfóxido, la dimetiltioureao los “lazaroides”(21-aminoesteroides)como

el U74006F tambien son “scavengers” de RLO y/o hidroperóxidos

lipídicos~’
97’t Otros compuestosque bloquean la acción de los RLO al

interferir en la formación de radicaleshidroxilo mediadapor las reaccionesde

Haber-Weissy Fenton son los quelantes de los metalesde transición: la

deferroxamina,que secuestrahierro, y el etilendiaminotetracético(EDTA),

inefectivosin embargoal no evitar la oxidación del ~
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En este apartado se podrian incluir aquellassustanciasque potencianla

actividad antioxidante endógena: Oltipraz, Ebselen, glutatiónyN-acetilcisteina97.

3.- Se contrarresta o previene la amplificación del daño producido por los RLO

al participarel neutrófilo suprimiendola actividad de la NADPH oxidasao

inhibiendola adhesióndel neutrófiloal endotelio.Laadenosina,los bloqueantes

de los canalesde calcio, los anestésicoslocales y los antiinflamatoriosno

esteroideos(AJNES) interfieren en la función de la NADPH por diferentes

mecanismos.En cambio inhiben la quimiotaxis y adhesióndel neutrófilo al

endotelioel ácido nordihidroguaiarético(NDGA), el L663,536,los anticuemos

monoclonalescontra el complejo CD11/CD18 (1B4), la GMP-140 y los

antagonistasdel FAP (BN 5201 y WEB 2086)~’~”~.

Como antioxidantes “per se’~ se consideranaquellosque interrumpen la

peroxidación.Incluyen la vitaminaE, el propanolol,bloqueantesde los canales

de calcio y el captoprilTM.

2.6.1. ALOPURINOL

El alopurinol (4 hidroxi 3,4dpirazolapirimidina),sintetizadoenprincipio con

la intención de que funcionasecomo agenteantineoplásicoy posteriormente

utilizado ampliamenteen el tratamientode la hiperuricemia,debesu utilidad

a la capacidadde inhibir de forma competitiva la xantin oxidasa; que en

situacionesde isquemia-reperfusiónimpide la formación de radicaleslibres de

oxígeno’01. Esta forma de acción se debe a la analogíaque presentacon el

sustratode la XO: la hipoxantina(Figura 11). Hay, no obstante,estudiosque

consideranla posibilidadde quepuedatenerun efecto“scavenger’ í0=~

En su forma sólida es un polvo blanco queprecisaun medioalcalino (pH:9-

10) parasu solubilidad en alcohol o agua,siendoinsolubleen cloroformo’03.

Semetabolizaparcialmenteformandooxipurinol, sumetabolitoactivo.Tiene

unavida mediadeaproximadamenteunahora,muy inferior a la del oxipurinol,

veinticuatrovecesmayor. Se elimina via renal,por lo quese ha de considerar

su ajuste ya sea en cuanto a la dosis o en cuanto al intervalo de tiempo de
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adminiatraciónen aquellassituacionesconinsuficiencia’01.

Entre sus posibles reacciones adversas destaca un síndrome de

hipersensibilidad quepuedeser grave,alteracionesen test de función hepática

y trastornos hematológicos diversos. Como interaccionescon otros fármacos

puede aumentar la vida media de la 6-mercaptopurina y de la azatioprinaal

inhibir su oxidacióníOi.

Se puede administrar por ya oral, intraperitoneal o de forma parenteral. Se

ha comprobado su utilidad en isquemia-reperfusión intestinal después de haber

sido administradotanto en bolo intravenosocomo cuandose hacíade forma

fraccionada,dandounaparte“per os’ horasantesde establecerla isquemia.Así

se observó que aumentaba la concentración de hipoxantina y disminuía la de

ácido úrico en la homogeneizado de pared intestinal95.

Se ha demostrado que ofrece efectos beneficiosos en otras entidades,como

la pancreatitis aguda, en la que tambien participan los RLOIc~ y se ha incluido

en algunas soluciones de preservaciónde la UniversidaddeWisconsincomo es

el líquido de Belzer’05.
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2.7. Estudio de la isquemia-reperfusión intestinal
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Se puede enfocar desdeun punto de vista clínico, analizandovariables

recogidas de forma retrospectiva o prospectiva en un protocolo de estudio que

incluya desdenuevasfacetasdiagnósticasa posiblesutilidades terapeúticas

farmacológicaso quirúrgicas, con la intención de mejorar el pronóstico de

pacientescuyoproblemafundamentalesla isquemiaintestinalo bienéstaforma

partedel cursoevolutivo de algunaotra entidad.De hechoes en torno a esta

cuestióndonde se está avanzandoultimamente con estudios indirectos de

oxigenaciónmucosaintestinalutilizadoscomoguia terapeúticade enfermoscon

estado crítico.7’57”t

Son muy escasos,sin embargo,los estudiosclínicos de isquemiaintestinal

dondese valoranderivadosde la peroxidaciónlipídicaíO7, generalmenteéstos

se realizanen estudiosde baseexperimental.No ocurre así en otros órganos

como el corazón donde si se evaluan niveles de MDA-TBA en un entorno

clínico después de trombolísis1~.
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2.7.1. MODELOS EXPERIMENTALES

Comoanimales de experimentación para el estudio de la fisiopatología de la

isquemia-reperfusión intestinal se han utilizado perros, cerdos, conejos, gatos,

etc. Sin embargo los más empleados dada la facilidad de su manejo, costo y

posibilidad de conseguiruna muestrahomogeneaes la rata. Presentacomo

aspecto adverso su tamaño que condiciona en muchoscasosla aplicaciónde

técnicas operatorias que en algunos experimentos permiten un control más

riguroso de factores como la presiónarterial, diuresisy flujo mesentérico.

Se puede tomar como modelo de isquemiaintestinal un segmentoo la

totalidaddel intestinodelgado.Ambospresentanparticularidadestopográficas,

anatómicasy fisiológicasquejustifican la pluralidaddeprotocolosexistentescon

un mismo objetivo: instaurarun deficit reversiblede flujo sanguineo.

La circulaciónmesentéricamantieneel consumode oxígenosiemprequesu

flujo no desciendapor debajode un determinadoumbral,de 30 mí/mm x lOOg.

en el perro y algopor debajoen el gatom.tA su vez el consumode O~ ha de

disminuir en un 50% con respectoal normal para que se manifiestenen la

mucosaintestinalalteracionesfisiológicascuantificablesi~1Con lo anterior se

demuestraqueel intestinodelgadopuederecurriramecanismoscompensatorios

que accionadospermiten paliar una limitación al flujo puesta por un

experimentador.Así se debenesperardiferenciasen los datospresentadospor

diferentesautoresamparándoseen un diferentediseñoy modeloexperimental

con distintasposibilidadesde compensación.

Con la intención de disminuir el flujo mesentéricose puede recurrir a

multitud de sistemas:Inocular bacteriaso endotoxinabacteriana110,producir

un shock cardiogénicocon un taponamientopericárdico~o hemorrágicocon

exanguinaciónílí, colocar un sistema de limitación del flujo venoso8t pasarun

hilo en forma de asade la que despuésse traccionadesdeel exterior o bien

seccionarel pedículovascularque posteriormentese anastomosará”2.El más

utilizado, sin embargo,es la colocaciónde un clamp microvascularsobre un

tronco o rama arterial, que puede disponerde un sistema de regulación

ajustableen algunos 87,í131í4ílS



55

Independientede la acción sobre los vasos sanguineosprincipales y

optativamentedesuscolaterales,quesepuedenligary asíeliminarsupotencial

influenciacompensadora,sepuedeactuarsobre el tubo digestivo aislándolode

múltiples formas. Se puedenligar ambosextremosdel segmentode intestino

utilizado”6, o bien practicarenterotomíasmanteniendoo eliminandoel resto

de intestino circundante(duodeno e intestino grueso)~ímíí7.En modelos

dondese utilizan grandesanimaleses posible colocarsistemasde control de

flujo electromagnéticoso Doppler, tambien utilizado en ratas,que son más

precisosque la palpacióny el cambio de coloración de la pared intestinal,

métodoshabitualesparala identificaciónde flujo reperfusional~«~íí6.

En relación con la toma de muestraséstas puedenhacersedel torrente

venoso,arterial o incluso de un homogeneizadode la paredintestinal o de la
6682,118,119,120

mucosa
Considerandotodas las posiblesalternativasmencionadasse ha de elegir

aquel modelo que se ajuste a la circunstancia clínica que se quiera remedar si

esestolo quesepretendeo bien intentarlimitar con un diseñoy protocolode

trabajo adecuadossesgos que puedan interferir en los resultados del

experimento,dado el grán númerode factoresqueintervienen.

2.7.2. PARAMETROSDE VALORACION

Cuando un tejido es sometido a isquemiase produce una secuenciade

reaccionesquímicasque conducena alteracionesmetabólicasy disfunciones

celularesque sin reperfusiónsubsiguienteacabanfinalmente en la necrosis

tisular. No parecehaberdiferenciascualitativasentre los hallazgoshistológicos

vistos en el intestino isquémicoy aquelsometidoa isquemiacon reperfusiónya

quese utiliza generalmentela misma escala para medir ambas situaciones117.

Hay, sin embargo,marcadoresbioquímicosqueseasociande forma exclusiva

con la reperfusióndebido a la acciónde los RLO producidosal reinstaurarel

flujo y disponerdeoxígenoen un ambienteisquémico.

De esta forma se puedenvalorar parámetrosque en algunos casos son

específicosde lesión reperfusionaly en otros indican alteracionesen la mucosa
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intestinal que puedenser tanto consecuenciade la isquemia como de la

posteriorrevascularización.Presentamoslos másdifundidos:

1. Identificación de radicaleslibres de forma directa con resonanciade 5pm

electrón y quimioluminiscencitM~~t

2. Concentración de XO, XD, hipoxantina, ácido úrico, nucleótidos de alta

energía(ATP) y glutatiónM.6í93íll~l~í2í

3. Derivadosde la peroxidaciónlipídica: dienosconjugados,Malondialdehido,

etano o

4. Sustancias implicadas en la acción del neutrófilo: Leucotrieno B4,

Tromboxano A2, Factor de activación plaquetaria, mieloperoxidasa o

5. Alteraciones ~

6. Alteracionesultraestructurales71’~’92.

7. Pruebasde funcionalismocomolas alteracionesen la permeabilidado los

trastornos en la absorción y secreción de enzimas

2.7.3. METODOSDE ESTUDIO DE LA PEROXIDACION LIPIDICA

La cuantificacióndirectao indirectade derivadosde la peroxidaciónlipídica

en sistemas biológicos puede hacerse sobre modelos experimentales in vitro o

in vwo127.

Los estudiosin vitro han usadogeneralmentecélulasenteraso suspensiones

u homogeneizadosde organelas intracelulares: nucleos, mitocondrias,

microsomas,lisosomas,membranasplasmáticaso liposomas.Paraproducir la

peroxidaciónlipídica se utilizaron radiacionesionizantes,ultravioletas o del
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espectrovisible en presenciade un fotosintetizador;agentesreductorescomo

ascorbato, cisteina, CCI4 o NADPH que favorece el paso de Fe
3~ a Fe2”

mediado por la NADPH-citocromo P-450 reductasa o algún tipo de

lipoxigenasa’27.

La peroxidaciónlipidica estáimplicadaentodos los procesosfisiopatológicos

dondehay liberaciónde radicaleslibres de oxígenoy sustratoscomolos ácidos

grasosde membrana:isquemia-reperfusión,carcinogénesis,pancreatitisaguda,

intoxicaciones,etc.y sepuedendiseñarentoncesmodelosquela induzcancon

técnicasinvasivaso no invasivas~.

Sepuedecuantificarla peroxidaciónlipídica ensistemasbiológicosestimando

los ácidos grasos de la membrana, los dienos conjugados, derivados

fluorescentes,la quimioluminiscencia,el malondialdehidoy derivadosgaseosos

hidrocarbonados como el etano o pentano, utilizando técnicas muy

diversas’27”29”~”31.

2.7.3.1.Determinacióndemalondialdehido

El malondialdehidoo aldehido malónico es el compuestoque másse ha

utilizado como indicadorde la peroxidaciónlipídica en la isquemia-reperfusión

intestjnal107”’6’18419. En su forma libre se puedemedir por absorbanciaUy,

polarografíao cromatografíalíquida de alta resolución(HPLC)’32.

El métodomásdifundidopara su determinaciónen materialesbiológicoses

la espectrofotometríaunavez quereaccionaconel ácido tiobarbitúrico(TBA).

Unamoléculade MDA reaccionacondasdeTBA eliminándosedos moléculas

deaguay formandoun pigmentocristalino rosadoconunaabsorbanciamáxima

a 532-535nm.Se consideraqueel TBA ademásde con MDA reacciona,aunque

en escasamedida,con otrasmoléculasdenominadasde forma genérica“MDA-

like’. En conjuntosonconsideradastodascomosustanciasreactivascon el TEA

(TBARS),expresiónpreferidapor muchosautoresen vez de hablarde MDA ya

que lleva implícita la posibleincorporaciónde las sustancias“like”.

Circunstanciasclaveparapodercomparardiferentesdeterminacionesconeste

método son el pH de la muestra,el tipo de ácido empleado,el tiempo de
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reaccióny el posibleuso de catalizadoresmetálicos132.

Es menos específico que la HPLC ya que puede haberproductos en la

muestraque se toma con significativa absorbanciaque lo puedeninterferir,

aunque,exceptoparamuestraspigmentadas,susvaloressonbastantepróximos

a los obtenidosconel primero’32.Otrométodo,diferenteal espectrofotométrico

que puede identificar el complejo MDA-TBA es la fluorometria, con una

emisión máximaa los 532-535 nm. Basadoen la capacidadde reaccionarel
122

MDA conungrupoaminode losfosfolípidosy darun compuestofluorescente
No utilizadopor la presenciadecompuestosnaturalesy derivadosdiferentesdel

132
MDA con altacapacidadfluorescente

En la actualidadse estáempezandoa comercializarel “Test Kit’ LPO-586

(BIOXYTECHR, Francia)quemejorala sensibilidady especificidadde métodos

colorimétricos descritos anteriormente.

2.7.4. MODELOS DE ENSAYO TERAPEUTICOCON ALOPURINOL

Como ya se ha mencionadopreviamenteel alopurinol, al inhibir la XO,

previenelasconsecuenciasde la liberacióndeRLO ensituacionesde isquemia-

reperfusión.Suefectohaquedadopatenteen múltiples trabajosexperimentales

de isquemia-reperfusiónintestinal44’61’89’93’95”’9”23. Se han definido diferentes

ensayosterapeúticosen los que varían el modelo experimentalde isquemia-

reperfusión sobre el que se trabaja, la via de administración empleada para

proporcionar el medicamento, la dosis utilizada y el momento de la inoculación

o ingesta.

Con respecto al primer punto ya se ha comentado en el apartado de modelos

experimentaleslas diferentesopcionesposibles.

Como via de administración se puede utilizar la parenteral’14’6189”’9, la

intraperitoneaí’23o la oral93. Pudiendoen algunoscasosrecurrir a másde una

en cronogramas distintos y con la intención de conseguir mayores

concentracionesen la mucosaintestinaly por tanto másefectoantioxidante61’95.

Las dosis generalmenteson de 50,100o 200 mg/Kg, siendosuministradala

misma cantidadindependientementede la via de administraciónutilizada. La
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forma en que fue suministrada lo que condiciona es el cronograma. Así en la via

parenteral(iv) se administróde forma muy variable,desde60 minutosantesde

establecer la isquemia hasta 20 minutos antes de la reperfusiónU89, en la via

intraperitoneal30 minutosantesdel clampajey oralmentede 24 a 48 horas

antesdel comienzode la isquemia93’95”~

En cualquier caso el objetivo es conseguirunos nivelesadecuadosen la

mucosa intestinal en el momento en que permaneceabierta la “ventana

terapeútica”,esdecir, en el periodo de tiempo en quetienenlugar la mayor

partede de las alteracionesbioquímicasdesencadenadaspor la reperfusión’33.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Se sistematizala hipótesisplanteadade la siguienteforma:

1. La reperfusión en la mucosaintestinal isquémicacondiciona cambios

bioquímicosy metabólicosconrepercusionesen la función y estructuracelular.

2. Se formanradicaleslibres de oxígenoal actuarla xantínoxidasa,generada

durante la isquemia,sobrela hipoxantinaenpresenciadeloxígenoproporcionado

en la reperfusión.

3. Estos radicales producen una peroxidación de lípidos de diferentes

estructurascelularescon las siguientesconsecuencias:

A) Alteración de los niveles tisulares de malondialdehido.

B) Aparición de trastornosmorfológicosidentificablesen el enterocitoy

en el epitelio mucoso intestinal.

4. El alopurinol,inhibidor de la xantinoxidasa,podríadisminuir la formación

de radicalesy asíevitar que aumentasenlos niveles de majondialdehidoy se

produjesenlesionesen la mucosaintestinal.
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Con la intención de determinar el alcance de los daños mencionados y la

utilidad del alopurinol se diseña esta tesis experimentalcuyosobjetivos son:

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

intestinalsometidaa diferentestiemposde isquemia-reperfusión.

2. Estudiarlos cambioshistológicosque seproducen.

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

ultraestructural.

4. Conocerel efectoterapeúticodel alopurinol valorandolos cambiosen la

concentraciónde malondialdehidotisular y las modificacionesdel grado de

lesión mucosaa nivel óptico y del enterocitoa nivel ultraestructural.
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4. MATERIAL Y METODOS
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4.1 - Material

1 ..—~. .~.
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4.1.1. MATERIAL BIBLIOGRAFICO

Previamente a la realizacióndel experimentoy antesde definir el diseñoy

modelo definitivos serealizó una revisiónexhaustivade la bibliografia de los

últimos diez años, recogiendotambien referenciasanterioresde reconocida

significación. Se consultaron artículos de revistas científicas españolasy

extranjeras,libros de texto y tesisdoctoralesrelacionadascon la fisiopatología

y clínica de los procesosde isquemia-reperfusióny la implicación en su

patogeniade los radicaleslibres de oxígeno.Para la búsquedabibliográfica se

acudióa los sistemasde documentaciónperiódicos(índex Medicus,Cumulated

índexMedicus,CurrentContenstse Indice Médico español)de la bibliotecadel

HospitalCentraldeAsturias,delCentrode Documentacióny de la Facultadde

Medicinadela UniversidaddeOviedo(ServiciomdcxMedicus-CDROM). Para

la selecciónde artícujos se utilizaron las siguientespalabrasclave: Intestino

delgado, ratas, circulación mesentérica, obstrucción vascular mesentérica,

mucosaintestinal, isquemia,daño reperfusional,radicaleslibres de oxígeno,

peroxidaciónde lípidos, malondialdehido,sustanciasreactivas con el ácido
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tiobarbitúrico, espectrofotometría, histología, microscopio electrónico,

antioxidantes y alopurinol.

U bibliografía más util para nuestro estudio se presenta por orden de

aparición en el texto siguiendo las indicacionesdel “International Comiteeof

Medical Journal Editors”3t

Se exponen algunos esquemas y tablas sin traducciónrespetandoasí su

originalidad.

4.1.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron 48 ratas macho de la cepaWistar del animalario de la

Universidadde Oviedo con una mediade pesode 334g. (DS: 56g). Se usaron

sólo machosporqueson másdóciles, alcanzanmayor pesomásrápidamentey

ademásseevitanposiblessesgosatribuiblesal sexo. Antes y mientrasduró el

experimentopermanecieronen lasmismascondicionesde estabulización;igual

temperaturay humedad,regimen luz-oscuridade identicasposibilidadesde

alimentación.Todo el manejo de los animalesde experimentaciónse hizo

siguiendo las normas ¿ticas vigentes y bajo la aprobaciónde la Comisión de

investigacióndelDepartamentode Cirugíay EspecialidadesMedico-Quirúrgicas

de la Universidadde Oviedo y la Comisiónde controldel animalario.

4.1.3. LABORATORIOS E INSTRUMENTAL

Los experimentosserealizaronenel laboratoriodel Departamentode Cirugía

y especialidadesMedico-Quirúrgicasde la Facultadde MedicinadeOviedo, las

determinacionesespectrofotométricasen el laboratorio del Departamento

interfacultativo de Bioquímicay la última fasedel procesadode microscopia

electrónica en el Servicio Central de Microscopia electrónica de la misma

facultad.

Además del instrumental convencionalde laboratorio (tubos de ensayo,

pipetas,matrazes,balanzas,etc.) y de! necesariopara la inoculaciónde drogas

seprecisómaterialquirúrgicoespecíficotal comopinzasde disecciónde Adson,
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tijeras, escalpeloy clamparterialparaproducirisquemia.

Se utilizó para la preparación de la solución de mucosa el aparato

Ultraturrax”, una centrífuga Centromixk S-549y parala determinaciónde MDA

el espectrofotómetroShimadzuRUV-160.

Para realizarlos corteshistológicosse usó el microtomoReicherterJungR

modelo1165 “Rotomat’ a mm deespesory parala observacióndeéstasteñidas

el microscopio LeitzR modelo “Dialux 20 ER conectado a un sistema de

fotografia automáticawildR PS45.

Los cortesde las preparacionesparael estudioultraestructural,de 500 A de

grosor,sehicieron,previapiramización,conel ultramicrotomoLKBR 5. Parasu

visualizaciónseutilizó el microscopioelectrónicodetransmisiónZeiss~EM 109.

4.1.4. PRODUCTOSEMPLEADOS

Para la anestesia:

-Atropina (Atropina Sulfato Braun. B. Braun Medical S.A. lmg./ml.)

-Ketamina(Ketolark. PARKE-DAVIS S.A. SOmg./ml.)

-Diazepam (ValiumR. Roche. Smg./ml.)

Comoantioxidante:

Alopurinol (ZyloricR. Gayoso-WellcomeS.A. lmg/ml.) disueltoen NaOH 1M,

pH:9-10.

El resto de sustanciaspara la determinaciónde Malondialdehidoy el

procesadoparala visualizaciónde las preparacionesal microscopio óptico y

electrónicoserándescritasmásadelante,junto a la técnicacorrespondiente.
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4.2. Métodos
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4.2.1. MODELO EXPERIMENTAL

Se disefla con la intención de que remedelas circunstanciasque con más

frecuencia aparecenen los procesosde isquemia reperfusión de intestino

delgado:tromboembolismoy cirugía mesentéricay aortobifemoral.Así seelige

un modelosimpley facilmentereproducibleen el quela isquemiaintestinalse

producepor la interrupciónbruscade la circulaciónarterialal colocarun clamp

en el origende la arteriamesentéricasuperior.Al contrariode lo realizadopor

otros autoresque aislaron el segmentode intestino a estudio ligando las

colateralesy seccionandoel tubo intestinal,ennuestrocasono seactuóni sobre

las primerasni sobre la paredintesinal manteniendoasí indemnesu potencial

compensador y el tránsito digestivo. Con el fin de no recoger en la muestra

zonas del intestino que facilmente se vieran irrigadas por colaterales del tronco

celiaco o de la mesentérica inferior se despreciaron los 5 cm. proximales y

distales del intestino mesentérico. Se colocó un clamp microvascular que

garantizó la posterior revascularización,asegurándosede que eso ocurre al

percibir,por palpación,el latido de la arteriamesentéricadistalmentea la zona
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de la oclusión previa.

Estemodelose aplica en un diseñoexperimentalen quela elecciónde los

miembros de los diferentesgruposy del control se hace de forma aleatoria

garantizandola igualdad inicial de los diferentes grupos y obviando así la

realizaciónde pretest.

4.2.2. REALIZACION DEL EXPERIMENTO

Hastasu inicio el animaltuvoaccesolibre a los alimentoscon el fin de imitar

en lo posible la situación fisiológica basal.

Comotécnica anestésica se utilizó unainyecciónintramusculardeunamezcla

de ketaminaScc (25mg),atropinalcc (lmg) y diazepam4cc (2Omg) a razónde

O.Sml/100 g de peso.

Bajo condiciones de asepsiase diseca el paquetevascular femoral y 10

minutosantesde la manipulaciónde la arteriamesentéricaseintroduceconuna

aguja 25G 5/8, durante un minuto, 1 cc de suero salino o solución con

alopurinol,segúnel grupo del protocolo,en la venafemoralcomún.

Se rasura el abdomendel animal y se realiza una laparotomía media

identificando y disecandola arteria mesentéricasuperior en su salida de la

aorta. Se coloca a este nivel, despuésde asegurarnosde que no quedan

colaterales próximas, un clamp microvascular; comprobando su eficacia al notar

la ausencia de latido distal (Figuras12, 13 y 14>. Se cierra la laparotomíacon

suturametálicaparapermitir unarápidareapertura,la retiradadel clampy la

comprobaciónde la reperfusiónapreciandoel latido por palpación,según el

grupo de estudio.
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4.2.3. RECOGIDA DE MUESTRAS

Se extirpa todo el intestino delgado mesentérico a excepción de cinco

centímetrosproximales de yeyuno y de los cinco últimos de íleon distal. Del

segmentoresultanteserecogen:

- 12 cm para la determinacióndel malondialdehido.Esta parte se abre

longitudinalmentecon tijera y unavez expuestala cara luminal y lavadacon

suerosalinoseraspaconun escalpeloparaextraer150 mg. demucosaintestinal

(Figura 15).

- 2 cm parael estudiohistológico.

- 1 cm destinadoal análisisultraestreucturalse divide en bloquesde 3mm de

grosormáximo.

Cadamuestra,unavez procesada,fue marcadasin quesepudieseidentificar a

quegrupo pertenecíaantesdel momentode la determinación.

Unavez finalizadala tomademuestrassesacrificael animal,bajoanestesia,con

exanguinación.
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4.2.4. PROTOCOLODE TRABAJO

Se realizóla distribuciónde los animalesal azaren 8 gruposde 6 ejemplares

cadauno conformeal siguienteprotocolo:

Grupo control (C). Una vez anestesiadoel animal e inyectado imí de suero

salinoya femoralcomúnenun minuto se esperahastaquetranscurren10 y se

practicauna laparotomíamedia. Se tomanmuestras,los valoresobtenidosse

considerancomonormalesy sirvendecontrol parala comparacióncon el resto

de grupos. ‘Shamoperation.

Grupode isquemiade 30 minutos (130>. Se mantieneunaisquemiade la arteria

mesentéricasuperiordurante30 miutos y despuésde obtenerlas muestrases

sacrificadoel animal.

Grupo de isquemiade 60 minutos (160). Sólo sediferenciadel anterioren que

el tiempo de isquemia es de 60 minutos.

Grupo de isquemiade 30 minutosy reperfusiónde 20 segundos(130+R2Os). Se

siguen los pasosdel grupo 130 pero antesde la toma de muestrasse deja

reperfundirel intestinodurante20 segundos.

Grupo de isquemiade60minutosy reperfusiónde 20 segundos(160+R2Os). Igual

queen el grupo de 160 pero con el tiempo adicionalde reperfusióndel grupo

anterior.

Grupodeisquetniade30minutosy reperfusiónde10minutos(130-s-RlOm).Como

en el grupo 130 pero en estecasocon unareperfusiónde 10 minutos.

Grupo de isquemiade 60 minutosy reperfusiónde 10 minutos(160+RlOm).A la

isquemiadel grupo 160 le siguen10 minutosde reperfusion.
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Grupode¿squemiade30 minutosyAlopurinol (130+Alo). Exactamenteigual que

enel grupo de 130 pero administrando,duranteun minuto, diezminutosantes

de comenzarcon la isquemia,50 mg/Kg de Alopurinol en unasolución de imí

de suerosalino,de forma IV en la femoralcomun.

4.2.5. PARAMETROS DE ESTUDIO

Sevaloraron:

1.- Concentraciónde malondialdehido.Expresadocomo pMol/mg de mucosa

húmeda.

2.- Alteracioneshistológicas.Paraello se tomó como referenciala escalade

Chiu~.

Grado

O Vellosidadintestinalnormal.

1 Espacio subepitelial en las vellosidades

(espaciode Gruenhagen).

2 Despegamientoepitelial de las vellosidades.

3 Despegamiento epitelial masivo y hemorragia

ocasional en la lámina propia.

4 Vellosidadesdenudadasy hemorragiaen la

láminapropia.

5 Desintegracióntotal de la lámina propia.
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3.- Cambiosultraestructurales

.

Se cuantificarondandoun valor, entre O y 5, a cadauna de las estructuras

celulares consideradas más abajo (1-4). Posteriomente se suman éstos y se

obtiene un valor final para cada ejemplar de experimentación. Fueron utilizados

comocriteriosgula los presentadospor Aho7’ y Brown~.

Se utilizaron los siguientesparámetrosultraestructurales:

(1) Hinchazónde la mitocondria,alteracionesen las crestasmitocondrialesy

desapariciónde los gránulosdensos.

(2) Irregularidadde la membrananucleary agrupaciónde la cromatina.

(3) Trastornosenel númeroy regularidadde las microvellosidadesy distorsión

y ensanchamientode los desmosomas.

(4) Dilatacionesde cisternasdel retículo endoplásmico,separaciónde los

ribosomas y vacuolizaciones intra y extracelulares.
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4.Z6. METODOSDE DETERMINACION

4.2.6.1.-Concentraciónde malondialdehido

.

Parasu cuantificaciónhemosrecurridoal métodoquese basaen la capacidad

de reacción de una molácula de malondialdehido con dos de ácido

tiobarbitúrico (TBA) eliminando dos moléculas de agua y produciendoun

pigmentorosadoconun máximodeabsorcióna535nmen el espectrofotómetro.

Comoprimerpasoparacalcularla cantidadde malondialdehidoexistenteen

una muestra de tejido a partir de la absorbanciaque presenta en el

espectrofotómetro se ha de disponerde una ecuaciónmatemáticao recta de

regresiónque relacionela absorbanciaconla concentración.

Técnicade preparacióndel standardde MDA y recta de reEresión

.

Para ello se preparanuna serie de concentracionescrecientesde 1,1,3,3-

Tetrahidroxipropano(SIGMA, N0 T-9889) que en el espectrofotómetronos

permitenobtenerdeterminadasmedidasde absorbanciay unaecuaciónlineal

que nos relacionaambas.

Procedimiento:

- Poner 120 microl de 1,1,3,3-Tetrahidroxipropanoen SO ml de CíR 0.1 M.

Incubara 500 C duranteuna hora.

- Conservar a 40 C protegidode la luz

- Se obtiene una solución de 720 microg/ml de MDA. A partir de ésta diluir o

concentrarcon aguadestiladahastaconseguirlas siguientesconcentraciones~

2880 ng/ml
~2= 1440ng/ml
53z 720 ng/ml

54 360 ng/ml

S
5= 180 ng/ml

~6= 90 ng/ml
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El aspecto del pigmento obtenido a las diferentes concentraciones

mencionadassemuestraen la figura 16 y en la 17 el espectrode absorción,con

un pico a los 535nm.

La rectade regresiónresultantesepresentaen la figura 18.
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Determinación del MDA’~:

- Se homogenizanbajofrio 150 mg. de mucosaintestinalen un tubo de ensayo

con 1 ml de Tris-KCI con un pH de 7.4.

- La mezcla se incuba a 370 C durante15 minutos.

- Se añaden:

3 ml de ácido tiobarbitúricoal 0.75%

2 ml de ácido tricloroacéticoal 30%

0.2 ml de HCI

- Los tubossecolocanen aguaa ebullición durante15 minutos.

- Se centrifugan a 3000 r.p.m. durante10 minutos.

- El sobrenadante se lee a 335 nm en el espectrofotómetroy se expresala

concentraciónobtenidaen ng. por 150 mg. de tejido húmedo.

4.2.6.2.-Técnicahisto]ó2ica

.

La muestra intestinal tomada de cada ejemplar fue fijada en formol

tamponadoapH neutroal 10%.Antesdeser incluidaenparafinasedeshidrató

de forma automáticaconalcoholesal 70, 90 y 100% y se aclarócon dos pases

sucesivospor xilol.

Tras el corte con el microtomo a lum de espesorse realizó la tinción con

hematoxilina-eosina,PAS (Acido periódicode Schiff) y Massonsegúnla técnica

convencionaly se dejó preparadapara la visualización.
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4.2.6.3.- Ultraestructura

.

Un bloque de aproximadamente 3 mmes procesado de la siguiente forma:

- Sumergido en glutaraldehido al 5% durante 30 minutos.

- Partir la muestra, siempre incluida en la solución

anterior,en bloquesde lmm y continuarla fijación

3 horasmás.

- Extraer el glutaraldehido y lavar los bloquescontres

baños de 10 minutos de tampónfosfato 0.1 M.

- Mantener en la solución de tampón fosfato hasta el

momentode la postfijacióncon tetróxidode osmio

(SIGMAR ) al 2% durante90 minutos.

- Deshidratarhaciendopasarel bloque por soluciones

acuosasde acetonaa concentracionescrecientes:

Acetona 30% 3 baños de 5 minutos

Acetona 50% 3 bañosde 5 minutos

• Acetona 70% +

Acetato de uranilo 0.5% en nevera 30 minutos

Acetona 90% 3 baños de 5 minutos

• Acetona100% 3 bañosde 5 minutos

Acetona100% anhidra 3 bañosde 10 minutos

- Prepararel mediode inclusión(SPURR-Standard~)

añadiendo los siguientes componentes en la cantidad

indicaday agitando,evitandocrearburbujas:

.ERL 4206-vinyl cyclohexanedioxide (VCD), 10.Og

.DER 736-diglycidyl etherof polypropyleneglycol,6.Og

.NSA-nonenylsuccinicanhydride,26.Og

.DMAE-dimethylaminoethanol,0.4g

- Mantenerlos bloquesunahora, a temperaturaambiente,con

los viales destapados,en cadaunade las siguientes

solucionesde acetona/mediode inclusión: 1/1, 1/3 y 0/1.
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- Incubar las muestras en el medio de inclusión del molde

durante48 horas en la estufaa 60~ C.

- Extraer del molde y tallarlo en el ultramicrotomo para

queunavez en le rejilla seateñidoy puedaser

observado en el microscopio electrónico.
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4.2.7. PRESENTACION Y TRATAMIENTO ESTADíSTICO DE LOS

RESULTADOS

Para la presentación escrita se ha utilizado como software el procesador de

textos “Word Perfect 5.1’(Word Perfect Corporation, Utah, USA), incluyendo

histogramasejecutadoscon los programas“Harvard Graphics 2.3 y 3.1

(Macrobit Corporation. Florida, USA) y como hardware un PCportatil (Toshiba

1850) y unaimpresoralaser(HewlettPackard.LaserjetIIIp).

El análisis estadístico se ha realizado aplicando la ‘Y’ de Student para

comparaciónde medias,utilizando el programa‘SIGMA” que introduce de

forma automáticala correcciónde Welch cuandola distribuciónno esnormal,

reduciendoel númerode gradosde libertad.

Todaslas variablesestudiadasson de caractercuantitativo y las muestras

independientes.

El programapresentala diferenciade medias(Dif.), el error standardde la

diferenciade medias(Err. est) , el valor de la “t” deStudentexperimentalpara

el contraste(t), los gradosde libertad (corregidossi fuesenecesario)(gO, el

valor de probabilidad que corresponde al valor de dicha ‘t” (Prob.)y el nivel de

significación del contraste.

Si lasvarianzasno fueranhomogeneas,el programalo expresay da el valor

de la F de Fisher utilizado en el contraste (F) y los grados de libertad para el

numeradory el denominadordel cocientede varianzas(gí y), así como el

correspondientenivel de probabilidad(Prob.y).

Se consideranestadisticamentesignificativos los valoresquepresentaronuna

p menorde 0.05.
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5. RESULTADOS
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5.1. Descripción de los resultados
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Se ofrecena continuación,en las tablas 1-8, los resultadosobtenidos.La

concentraciónde MDA se presentacomo pMol/mg para lo cual seha tenido

queconvertirpartiendode ng/150mg quees la forma en queesobtenidaen la

ecuación que utiliza los valores espectrofotométricos.Los valores mínimo y

máximo teóricos de la escalade Chiu (valoración histológica)y del estudio

ultraestructuralson 0-5 y 0-20 respectivamente.

Se muestranen las tablaslos valoresde cadaparámetrode forma individual,

la mediay la desviaciónstandard(DS).

Algunosejemplosdealteracioneshistológicasy ultraestructuralespresentados

en las figuras 19-36.
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GRUPO:Control

RataN0 1 2 3 4 5 6

Conc. MDA 40.5 41.4 42.2 25.6 32 32.6

Histología O O O 0 0 0

Ultraestr. O O O O O O

PARAMETRO Media DS Unidades

Conc.MDA 35.7 6.5 pMo]/mg

Histología 0 0 gradoChiu

Ultraestr. O O Unidades
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GRUPO:130 (Isquemiade 30minutos)

RataN~ ji 2 3 ¡4

Conc.MDA 89 91.1 93.2 96.5 79.3 71.4

Histología 3 1 1 2 2 2

Ultraesir. 10 11 8 9 8 8

PARAMETRO Media OS Unidades

Conc. MDA 86.7 6.5 pMol/mg

Histología 1.8 0.7 gradoCbiu

Ultraestr. 9 1.7 Unidades
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GRUPO:¡60 (Isquemiade 60 minutos)

RataN~ tI

=

Conc.MDA 82

2 j3 ¡4

=

116.2 93.2 81.4

5 6

116.8 77A

Histología 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

Histología 3 0.6 gradoChiu

Ultraestr. 12 1.1 Unidades
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GRUPO:¡3OR20s(Isquemiade 30 minutosy reperfusiónde 20 segundos)

RataN0 1 2 J3 {5

=

86.5 71.1

6

Conc. MDA 95.6 79 83.5 82

Histología 2 2 1 2 1 1

Ultraestr. 9 8 10 9 7 9

PARAMETRO Media DS Unidades

Conc.MDA 82.9 8.1 pMol/mg

Histología 1.5 0.5 gradoChiu

Ultraestr. 7 1 Unidades
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GRUPO:J6OR2Os(Isquemiade 60 minutosy reperfusiórxde20 segundos>

RataN0 ji 2 3 4 5

Conc. MDA 94.1 95 92.9 101.7 97.1 87.7

Histología 3 2 3 2 2 3

Ultraestr. 7 9 10 9 11 7

PARAMETRO Media DS Unidades

Conc. MDA 94.8 4.6 pMol/mg

Histología 2.5 0.5 grado Chiu

Ultraestr. 8.8 1.6 Unidades
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GRUPO:I3ORlOrn (Isquemiade30 minutosy reperfusiónde 10 minutos)

RataN~ 5 16

Conc.MDA 44.1 62.6 76.8 73.5 64.4 80.4

Histología 0 1 2

Ultraestr. 4 5 5

PARAMETRO Media DS Unidades

Cone.MDA 67 13.2 pMol/mg

Histología 0.8 0.9 grado Chiu

Ultraestr. 5.3 1 Unidades
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GRUPO:JóORlOm(Isquemiade 60 minutosy reperfusiónde 10 minutos)

RataN~ 1 2 3 [4 5 6

Conc. MDA 92 76.2 73.2 85.3 77.7 78.3

Histología 2 3 3 3 3 3

Ultraestr. 6 6 5 7 8 7

PARAMETRO Media DS Unidades

Conc.MDA 80.5 6.9 pMol/mg

Histología 0.4 gradoChiu

Ultraestr. 6.5 1 Unidades
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GRUPO:I3OALO (Isquemiade30 minutosy Alopurinol)

RataN~ 1 2 3 4 js ¡6

Conc. MDA 62.3 33.8 49.9 55.9 57.4 50.8

Histología 0 1 1 1 1 1

Ultraestr. 5 3 2 4 2 1

PARAMETRO Media DS Unidades

Conc. MDA 51.7 9.8 pMol/mg

Histología 0.8 0.4 gradoChiu

Ultraestr. 2.8 1.5 Unidades
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5.2. Análisis comparativo de los resultados
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COMPARACION DE MEDIAS (MUESTRASINDEPENDIENTES)

Malondialdehido

:

Grupos:Control/130

Dif.: -51 Ea. est.: 4.7

Prob.: 8.226E-07

t: -10.7 gl.: 10

SIGNIFICATIVO (p < de 0.001)

Var. Homogenea F: 2 gí. V.: 5.5 Prob.V.: 0.2

Grupos:Control/160

Dif.: -58 Err. est.: 7.7 t: -7.5 gL: 6

Prob.: 0.0003 SIGNIFICATIVO (p c de 0.001)

F: 7.1Var. no Homogenea gí. V.: 5.5 Prob.V.: 0.02
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Grupos130/160

Dif.: -7.8 Err. est.: 8.2 t: -0.9 gl.: 10

Prob.:0.4 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F: 3.5 gí. V.: 5.5

Grupos130/I30R20s

Dif.: 3.7 Ea. est.: 5.1 t: 0.7 gl.: 10

Prob.:0.5 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F: 1.36 gí. V.: 5.5

Prob. V.: 0.1

Prob.V.: 0.4

Grupos130/I3OR1Om

Dif.: 19.7 Err. est.: 6.6 t: 3 gl.: 10

Prob.:0.01 SIGNIFICATIVO (p c de 0.05)

Var. Homogenea F: 1.9 gí. V.: 5.5 ProbV.: 0.2

Grupos I3OR2Os/I3ORlOm

Dif.: 16 Err. est.: 6.3 t:2.5 gí.: 10

Prob.: 0.03 SIGNIFICATIVO (p <

Var. Homogenea F:2.6 gl.V.: 5.5

de 0.05)

ProbV.: 0.1

Grupos160/I6OR2Os

Dif.: -0.2 Err. est.: 7.5 t: -0.03 gí: 5

Prob.: 1 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F: 14.9 gí. V.: 5.5 Prob.V.: 0.005

GruposI60/I6ORlOm

Dif.: 14 Err. est.: 7.8 t: 1.8 gí: 6

Prob.: 0.1 NO SIGNIFICATIVO

Var. no HomogeneaF: 6.6 gí. V.: 5.5 Prob. V.: 0.03
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GruposI60R20s/160R10m

Dif.: 14.3 Err. est.: 3.4 t:4.2

Prob.: 0.002 SIGNIFICATIVO (p < de 0.01)

Var. Hornogenea E: 2.2 gl. V.: 5.5 Prob.V.: 0.2

Grupos130/I3OAIo

Dif.: 35 Err. est.: 5.6

Prob.: 0.00009

t: 6.2 gl: 10

SIGNIFICATIVO (P < de 0.001)

Var. Homogenea F: 1.1 gí. V.: 5.5 prob. V.: 0.5

Histología

:

Grupos130/160

Dif.: -1.2 Err. est.: 0.4

Prob.:0.01

t: -2.9 gí: 10

SIGNIFICATIVO (p c dc 0.05)

Var. Homogenea F: 1.4 gí. V.: 5.5 Prob.V.: 0.3

Grupos130/I30R20s

Dif.: 0.3 Err. est.: 0.4 t: 0.9 gí: 10

Prob.: 0.4 NO SIGNIFICATIVO

Var Homogenea E: 1.89 gí. V.: 5.5 Prob. V.: 0.2

Grupos130/I3ORlOm

Dif.: 1 Err. est.: 0.5 t:2 gl:10

Prob.: 0.07 CASI SIGNIFICATIVO (p c de 0.1)

Var. Homogenea F: 1.7 gí. V.: 5.5 Prob. V.: 0.3

Grupos I30R2Os/130RlOm

Dif.: 0.7 Err. est.: 0.4

Prob.:0.2

t: 1.4 gl: 10

NO SIGNIFICATIVO

gí: 10

Var. Homogenea U: 3.2 gí. V.: 5.5 Prob.V.: 0.1
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GruposI60/I60R20s

Dif.: 0.5 Err. est.: 0.3 t: 1.5 gí: 10

Prob.:0.2 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F: 1.3 gI. V.: 5.5 Prob.V.: 0.4

GruposI60/I6ORlOm

Dif.: 0.2 Err. est.: 0.3 t: 0.5 gI: 10

Prob.:0.5 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F: 2.4 gí. V.: 5.5 Prob.V.: 0.2

GruposI60R20s/I6ORlOm

Dif.: 0.3 Err. est.: 0.3 t: -1.2

Prob.:0.2

gí: 10

NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F: 1.8 gI. V.: 5.5 Prob. V.: 0.3

Grupos130/l3OAlo

Dif.: 1 Err. est.: 0.3

Prob.:0.02

Var. Homogenea

t: 2.9 gí: 10

SIGNIFICATIVO (p < de0.05)

E 3.4 gí. V.: 5.5 Prob.V.: 0.1

Ultraestructura

:

Grupos130/160

Dif.: .3 En. est.: 0.7

Prob.: 0.001

t: -4.3 gí: 10

SIGNIFICATIVO (p c de 0.01)

Var. Homogenea F: 1.3 gí. V.: 5.5 Prob. V.: 0.4

Grupos130/I3OR2Os

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

Prob.: 0.6 NO SIGNIFICATIVO

Var. Homogenea F: 1.5 gí. V.: 5.5 Prob. V.: 0.3
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Grupos130/I30R10m

Dif.: 3.6 Err. est.: 0.7 t: 5.5 gí: 10

Prob.:0.0003 SIGNIFICATIVO (p < de 0.001)

Var. Homogenea F: 1.5 gl. V.: 5.5 Prob.V.: 0.3

GruposI30R2Os/I3ORlOm

Dif.: 3.3 Err. est.: 0.6 t: 5.5 gí: 10

Prob.:0.0002 SIGNIFICATIVO (p < de 0.001)

Var. Homogenea F: 1 gí. V.: 5.5 Prob.V.: 1

Grupos160/I60R20s

Dif.: 3.2 Err. est.: 0.8 t: 4 gl:10

Prob.: 0.002 SIGNIFICATIVO (p < de 0.05)

Var. Homogenea F: 2.1 gí. V.: 5.5 Prob. V.: 0.2

Grupos160/l6ORlOm

Diii: 5.5 Err. est.: 0.6 t: 8.9 gí: 10

Prob.:4.6E-06 SIGNIFICATIVO (p c de 0.001)

Var. Homogenea E 1.1 gl. V.: 5.5 Prob.V.: 0.5

Grupos I60R20s/160RlOm

Dif.: 2.3 Err. est.: 0.7 t: 3 gí: 10

Prob.: 0.01 SIGNIFICATIVO (p c de0.05)

Var. Homogenea E 2.3 gl. V.: 5.5 Prob.V.: 0.2

Grupos130/I3OAJo

Dif.: 6.1 Err. est.: 0.8 t: 7.8 gí: 10

Prob.: 0.00001 SIGNIFICATIVO (p < de 0.001)

Var. Homogenea F: 1.3 gí. V.: 5.5 Prob.V.: 0.4
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5.3. Presentación gráfica de los resultados
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Se presentangráficamente,en las figuras 38-43, los valores mediosde los

parámetrosestudiadosen los diferentesgrupos,asícomosu desviacióntípica.

La significación estadísticaobtenidaen el análiss previo se expresade la

siguienteforma:

* : p < de 0.05

** : p < de 0.01
***: p < dc 0.001
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Figura39. Valorescomparativosde MDA de los grupos:control e isquemiade

Control 130 I3OALO

30 minutossin y con alopurinol.
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Histología
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Figura 40. Comparaciónde las alteracioneshistológicas en los grupos de

Control 130 160 lSOR2Os ¡6OR2Os l3ORlOm lGORlOm

grupos

isquemia-reperfusión.
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Histología

Grados Chiu

grupos

Figura 41. Cuantificación de los valores obtenidosen el estudio de las

alteracioneshistológicasen el grupocontrol y de isquemiade 30 minutossin y

con alopurinol.
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Ultraestructura
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Figura42. Alteracionesultraestructuralesenlosgruposde isquemia-reperfusión.
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U Itraestructu ra
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Figura 43. Valoraciónultraestructuralen los grupos: control e isquemiade 30
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Control ¡30 I3OALO

minutossin y conalopurinol.
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6. DISCUSION
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6.1 Elección del modelo experimental
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Se ha intentadoconseguir,con el modelo experimentaldiseñado,que un

segmentode intestinodelgadomesentéricopermanezcatransitoriamentesin

flujo por su arteriaprincipal,manteniendo,sin embargo,la circulacióncolateral

adyuvante.Paralograrlosehautilizadoun sistemareversiblede interrupcióndel

flujo al actuarsobreel tronco principal de la arteriamesentéricasuperiorde la

rata, preservandola circulación colateraldel mesenterioy sin realizarningún

tipo de aislamientoo seccióna nivel del tubo digestivo.Estaforma de producir

isquemiaintestinal permite comparacionescon trabajosque utilizan sistemas

equivalentes’12,pero impide quelos resultadosobtenidossepuedanequiparar

totalmentea los presentadospor otrosautorescomoVan ye~ o Udassin’13que

ligan las ramascolateraleso bien Parks~,Schomberg”7y Muller1~ queaislan

un segmentointestinalseccionandoel mesenterioy el intestino.

Paradeterminarel tiempo de isquemiay de reperfusión,muy variableen la

literatura, intentamos,con múltiples pruebas,acercarnosal tiempo mínimo en

el que fuese evidente, de forma macroscópica,el daño isquémico y se

consiguieseunasegurareperfusión.Debido a la dificultad encontradaparafijar

éste y a que los procedimientosquirúrgicos sobre la arteria en la cirugía
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vascular-digestivaoscilabanentremediahora y una hora se decidió adoptar

éstoscomoreferencia.En cuantoa los tiemposdereperfusiónsedecidióvalorar

uno muy corto dondesevaloraríasi a la rápidaformaciónde RLO queocurre

al permitir la masiva entrada cte oxigeno con la retirada del clamp se

correspondíacon precocesalteracionesa nivel bioquímicoy estructural,y otro

máslargo paraver el comportamientoa cortoplazo.

Como parámetrosde valoración del daño producido por efecto de la

isquemia-reperfusióny del posible efecto terapeúticodel alopurinol se han

utilizado las variacionesen la concentracióndemalondialdehidoen la mucosa

intestinal, zona de la pared intestinal en donde se ha demostradoque son

mayoreslos nivelesde XO13t los cambioshistológicosy las alteracionesque

a nivel ultraestructuralpresentael enterocito.

El malondialdehidoesconsideradoel indicadormásfiel de la peroxidación

lipídica al ser un metabolitoobtenidocomoconsecuenciade la accióndirecta

quesobre los lípidos tienenlos RLO. Su cuantificaciónsehacepor el método

del TBA utilizando espectrofotometría, al igual que muchos otros

aunqueen ningúncasosobrenuestromodeloexperimental.

El estudiopor microscopiaópticay electrónicanos permite tenerunavisión

de los cambiosqueseproducenen la estructuradel tejido y másconcretamente

en el enterocito, testimonio de la acción que sobre la generalidadde los

componentesde la célula tienentodas las sustanciasliberadasen la isquemia-

reperfusiónintestinal,entre las quese encuentrade formadestacadalos RLO.

La valoraciónhistológicase realizasegúncriteriosuniversalmenteaceptadosy

la ultraestructuraldeforma original considerandoaquellasestructurascelulares

que en estudiosrealizadospor Aho7’ y Brown72 másclaramentereflejabanel

dañoproducidopor la isquemiaintestinal.
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6.2. Discusión de los resultados obtenidos
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6.2.1 ALTERACIONES PRODUCIDASPOR LA ISQUEMIA

La isquemiaque seproducesegún el modelo expuestocondujoa cambios

tantoen la concentracióndeMDA mucosocomoen los parámetrosobservados

a nivel óptico y electrónico.

En los tiemposconsideradosde30 y 60 minutos,la concentraciónde MDA

se elevó de forma significativa con respectoal control, sin que seprodujeran

diferenciasconsiderablesentre ellos. Aunque la elevaciónde los valores de

MDA enla isquemiaapareceenpracticamentetodoslos trabajosquelo miden,

só]o en la muestraobtenidade] plasmaeferentede un intestinoconobstrucción

y compromisovascularhubo cambiossignificativos107.En el resto,siempresin

circulación colateral,el incrementofue escasoe inexplicad&’íéllS.¶’9.

Ademásde la cuantificaciónde un derivadode la acciónde los RLO sobre

los lípidos que forman parte de las diferentesmembranascelularesse han

reconocidoennuestroestudioalteracionesobservablesconel microscopioóptico

y electrónicoqueson consecuenciade los efectosqueaquellosde forma directa

o mediadapor los PMN tienensobreel tejido y los diferentescomponentesde
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la célula. Así, en el tejido sujetoa diferentestincionessehanobservadoa nivel

óptico espaciossubepitelialesmás o menosamplios, inicialmenteen el vértice

de la vellosidad, con más frecuenciaen la isquemiamás corta, donde sin

embargolo quepredominófue el despegamientoepitelial de las vellosidades,

sobretodo a nivel apical.En la isquemiade60 minutosel epitelio seencuentra

aún más desestructuradoy presenta focos más o menos aislados de

extravasaciónde heniatiesen la láminapropia. Con el métodoque utiliza el

PAS (ácidoperiódicode Schiff) seapreciacongranclaridadquedisminuyenlas

célulascaliciformesen los terciosmásdistalesdel villi conforme aumentael

daño isquémico, perdiendo en estadios avanzados su membrana pero

manteniendouniformesu contenido,indicadorde pocotiempodeevolucióndel

procesoen que se ven involucradas.En la tinción de Masson-Goldnerse

aprecian escasostrastornosen la disposición y reparto de las fibras de la

submucosaal ser observablescuandosetiñe el colágeno.

En el estudioultraestructuralseapreciandesestructuracionesy desaparición

dealgunazonadelas membranas,tanto delmicrovilli comode las mitocondrias,

en las que sin embargo lo que destacabaera su tendenciaa hacersemás

esféricas,la afectaciónde las crestasy el cambio de densidadde la matriz. En

el nucleoseapreciala agrupacionde la cromatinaen la periferiay en el RER

irregularidadesy zonasaisladassin ribosomas.En la isquemiade 60 minutos,a

diferenciade la de 30, fue a nivel de los microvillis y del nucleo dondelas

alteracionesfueronmásmarcadas.

Se podrían justificar las alteraciones bioquímicas, histológicas y

ultraestructuralesen este modelo de isquemiano sólo por la ausenciade

oxígenoy de otrosnutrintesnecesariosparala mantenerla estructuray función

celular, sino tambienpor la génesisde RLO que se producenal suministrar

sangreoxigenada,por vía de las colateralesmantenidaso incluso desdela luz

intestinal,a un areade intestinodelgadoisquémicocuyosnivelesde 500 en la

paredintestinalestándisminuidos61.

Autorescomo Schoemberg111y Gibson~20consideranque no sólo durantela

reperfusiónsino tambien en la isquemia,por factoresaún desconocidos,se

producedañomediadopor RLO sobrecomponentesbiolipídicos.De hecho,en
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estudiosrealizadosennuestrodepartamento,despuésde30 minutosdeisquemia

hepáticanormotérmicay total tambiensehalló, de forma significativa,elevación

de los nivelesde MDA137.

Los datos obtenidosse podrían extrapolar,dado el modelo experimental

empleado,a lo que aconteceen el intestinodelgado cuandose produceun

embolismoarterial del tronco principal de poco tiempo de evolución, se está

realizandounaanastomosiso practicandounaexploracióncon un cateterde

Fogarty; situacionesquetienenen comúnunaisquemiatransitoriadel intestino

al interrumpir el flujo en el tronco principal y queson cadavez másfrecuentes

en la atenciónquirúrgicavascular-digestivaactual.

6.2.2 EN RELACION CON LA REPERFUSION

Sehanvaloradodostiemposde reperfusiónmuy diferentes,unoultracortode

20segundosy otromayor,aunquesepodríaconsiderarcorto, de 10 minutos.En

el primero se consideraque en los cambiosproducidossólo participaríanlos

RLO, muy reactivos y de vida media del orden de los milisegundos,

microsegundoso nanosegundos,y en el segundo,al quedardemostradoqueya

hay incrementoen los niveles de mieloperoxidasaa los 5 minutos de la

reperfusión”9,quepodríanparticiarademáslos PMN.

En las determinacionesde MDA realizadasa los 20 segundosde reperfusión

despuésde 30 minutosde isquemialos valores halladosfueron ligeramente

inferioresa los correspondientesa la isquemiasóla. A diferenciade lo ocurrido

en la situaciónanterior,despuésde 60 minutosde isquemialos nivelesdeMDA

si fueron superiores,aunquemuy poco. En ninguno de los dos casos las

diferenciasfueron significativas.Cuandose consideraronreperfusionesde 10

minutostanto despuésde 30 como de 60 minutosde isquemialos valoresde

MDA fueron inferiores;de forma significativapara unap menordc 0.05 en el

primer caso.

En el estudio histológico las reperfusiones no ofrecieron diferencias

significativas en relación con ninguna de las isquemias, siendo sólo casi

significativa en el casode la reperfusiónde 10 minutosdespuésde 30 minutos
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de isquemia,corroborandoasí lo demostradopor Udassiny Cols.’13: que la

reversibilidaddel daño inducido en la mucosaintestinal sometidaa isquemia

total durante30 minutos empieza a hacerseevidente a los 10 minutos de

reperfusión,siendoreducido el daño original a cercade la mitad a los 50

minutos.

A nivel ultraestructuralsehallarondiferenciassignificativasen la isquemiade

30 minutoscon la reperfusiónde 10 minutosy en la isquemiade 60 segundos

con ambasreperfusiones.Las alteracionesobservadasen las reperfusionesse

consideraron diferentes desde el punto de vista cuantitativo ya que

cualitativamenteno sevieron lesionesdistintasa las halladasen la isquemia.

Se podríaninterpretarestosdatoscomoquefue durantela isquemia,por la

acción compensadorade las colaterales,cuando se produjo el efecto y la

formación de RLO y que en el momento de la reperfusión ya se había

transformadola XO en XD y el oxígenosuministradono condujoa la génesis

de RLO o que éstafue insuficientepara detectarsus efectossuplementarios

sobrelos lípidos.A nivel ulraestructurallasobservacionesrealizadasindicanque

su estudio esun buen indicador de los cambiosproducidosen las células en

reperfusionesde cortaduracióndespuésde isquemiade 30 y 60 minutos.

6.2.3 EFECTOSDEL ALOPURINOL

El alopurinol,al igual quesumetabolitoel oxipurinol, inhibela xantinoxidasa

y por tanto impide la formacióndel radical superóxidoe indirectamentela de

otros radicaleslibres producidosen la isquemia-reperfusiónintestinal61.

Los resultadosobtenidosen la medidade la concentraciónde MDA y las

observacionesoptica y electrónica con la isquemia, en nuestro modelo

experimental,noshacíansuponerquehabíaperoxidaciónlipídica producidapor

RLO en esemomento.

Cuandose administraalopurinol al grupo de animalescon isquemiade 30

minutossin reperfusiónencontramosque los nivelesde MDA son inferioresal

grupo sin droga, con una significación de p menor de 0.001. Estos datos se

apoyanademásen lo hallado en las observacionesópticas, de forma menos
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significativa,y en las realizadascon el microscopioelectrónico.

A diferenciade lo demostradopor Van Ye y colsY: que la inhibición de la

peroxidaciónlipídica con U74389F no se acompañade un menor daño

morfológico en la mucosa intestinal; nuestros resultadosindican que la

inhibición dela XO conalopurinol,probablementeal minimizar los efectosque

los RLO tienenno sólosobre los lípidos sinotambiensobreproteinas,hidratos

de carbonoy ácidos nucleicos, ademásde disminuir los niveles de MDA

tambien mejoran las lesionesproducidasen la mucosa intestinal y en el

enterocito.

Estosdatospuedencontribuir ala mejordefinicióndela “ventanaterapeútica”

que podría ser ampliada, al menos en algunas circunstanciasclínicas o

experimentales,al tiempode isquemia.Así el “beneficiobioquímico” delusodel

alopurinolenla isquemia-reperfusión,demostradoenmúltiplesestudios~’9395119,

permiteplantearsu ensayoterapéuticoen la clínica,ensituacionesquirúrgicas

con interrupción transitoria del flujo mesentérico (y. gr. arteriorrafias,

reimplantesarteriales,trasplantes,etc) con la intenciónde evitar lesionesen la

mucosa intestinal y posteriores consecuencias,como puede ser el fallo

multiorgánico,a nivel sistémico.
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7. CONCLUSIONES
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1. La isqueniiaintestinal producidapor interrupción del flujo, a nivel de la

arteriamesentéricasuperior,durante30 y 60 minutos, elevasignificativamente

la concentraciónde malondialdehidomucosoy producealteracionestisularesy

en el enterocito.

2. La reperfusión intestinal de 20 segundos disminuye los niveles de

malondialdehidodespuésde 30 minutosde isquemiay practicamenteno los

modifica despuésde 60, no producecambiosa nivel ópticoy si menoreslesiones

en el estudioultraestructuraldespuésde 60 minutosde isquemia.

3. La reperfusióndel intestinodelgadode 10 minutosdisminuye los nivelesde

malondialdehidotras la isquemiade 30 y de60 minutos,siendoestedescenso

significativo enel primercaso.Produceunamejoríacasisignificativadespuésde

30 minutos de isquemia en el estudio histológico y de forma significativa

despuésde ambasisquemiasen el análisis de su ultraestructura.
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4. El alopurinol intravenoso, a dosis de SOmg./Kg. de peso, reduce

significativamente los niveles de malondialdehidoen la mucosa intestinal

sometidaa 30 minutosde isquemia,así comoel gradolesional a nivel óptico y

ultraestructural.
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