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FUNDAMENTOS



Introduccidn

A pesar de los avances realizados en la investigacidn en antibidticos y terapia
intensiva, el shock séptico continua siendo una de las causas principales de muerte en las
unidades de cuidados intensivos (1). Aproximadamente, un 50% de los pacientes con
shock séptico tratados en las unidades de cuidados intensivos evolucionan hacia la
hipotension refractaria o el fracaso multiorgdnico (FMO) progresivo, mientras que la
sepsis, especialmente la de origen abdominal, sigue siendo el factor predisponente mas
comiin de este ultimo sindrome (2).

Los sistemas orgdnicos mds frecuentemente afectados son el pulmdn, corazén,
rifién, tracto gastrointestinal, higado, sistema nervioso central y sistema de la coagulacién.
Las consecuencias de la disfuncidon orgdnica son el sindrome del distrés respiratorio del
adulto, los transtornos miocérdicos, el fracaso renal agudo, la hemorragia digestiva alta,
el fracaso hepdtico y la coagulacion intravascular diseminada. La muerte suele sobrevenir
con el fracaso completo de uno ¢ mds de estos sistemas (1).

Una de las principales manifestaciones del FMO es el sangrado por ulceraciones
agudas de la mucosa gdstrica (ilceras de estrés) (3), el cual se englobaria como una de las
posibles manifestaciones del “fracaso intestinal”, dentro del sindrome de FMO (4). Dicha
complicacién, incluso de modo aislado, continda asocidndose a un alto riesgo de

mortalidad cuando se desarrolla en pacientes sépticos (3) o postoperatorios (4).



TIPOS DE LESIONES AGUDAS DE LA MUCOSA GASTRICA

1- ULCERAS DE ESTRES:

Son unas lesiones gdstricas multiples, superficiales, rodeadas por escasa o nula
reaccién inflamatoria. Se encuentran siempre en el cuerpo del estdmago (porcién
productora de 4cido), pero pueden extenderse distalmente hasta la mucosa antral. Estas
lesiones superficiales no penetran mds alld de la muscularis mucosae, y por consiguiente,
no tienden a perforarse, siendo el sangrado su signo clinico mds relevante (5).

Estas tlceras se ven en pacientes politraumatizados, en los sometidos a cirugia,
sepsis, fallo respiratorio, hepdtico o renal (6), y en ellos, los hallazgos histopatolégicos
mds comunes son la presencia de edema, hemorragia, necrosis y exfoliacidn de la mucosa
con trombosis y congestion capilar y/o venular de la submucosa, no aprecidndose cambios

inflamatorios crénicos (7).

2- ULCERAS DE CURLING:
Son aquellas que aparecen en quemados, siendo su apariencia endoscépica (y,

probablemente, su patogenia) similar a las \lceras de estrés (5).

3- ULCERAS DE CUSHING:

Aparecen en pacientes con traumatismo craneoencefdlico, suelen ser ulceras
profundas del es6fago, estémago o duodeno. En estos pacientes se advierte un estado de
hipersecrecién 4cida (8), hipergastrinemia (9) y aumento de pepsina y son lesiones que

pueden complicarse con el sangrado o la perforacién (5,10).



4- ULCERAS PRODUCIDAS POR FARMACOS:
Suelen ser secundarias a alcohol, 4cido acetilsalicilico, glucocorticoides,

antiinflamatorios no esteroideos (AINE) u otros inhibidores de las prostaglandinas.

INCIDENCIA DE LA ULCERA DE ESTRES

La incidencia es muy variable, depende fundamentalmente del tipo de pacientes
estudiados, de su definicién y del método diagnéstico. Hoy se considera que para
establecer un diagndstico de certeza es preciso realizar una gastroscopia que ponga de
manifiesto erosiones mucosas gdstricas.

Trabajos publicados en la tltima década sefialan una incidencia, en pacientes de
alto riesgo que no recibieron profilaxis, cercana al 80% (11), llegando otros autores a
reflejar una incidencia del 100% (12). Sin embargo, s6lo el 25% de los pacientes sépticos
tienen alguna evidencia de sangrado (13) y sélo el 1-2% tienen sangrado manifiesto que
obliga a realizar una transfusién (11,14), siendo la mortalidad media, por sangrade
gastrointestinal, en estos ultimos pacientes del 33% aproximadamente (15).

La incidencia de sangrado por ulcera de estrés ha disminuido en los dltimos afios.
Este descenso se ha atribuido a la realizacién sistemadtica de una profilaxis con farmacos
antidcidos y, sobre todo, al mejor tratamiento del shock, al conocimiento mds profundo
de la sepsis, ventilacién mecdnica y equilibrio hidroelectrolitico y al soporte nutricional

de estos pacientes (16). .



FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE ULCERAS DE ESTRES Y DE

HEMORRAGIA GASTROINTESTINAL

La isquemia es el factor patogénico mds importante en en el desarrollo de lesiones
gastroduodenales y por ello la sepsis y el shock son los factores de riesgo mds frecuentes
(11,17).

Transtornos del sistema nervioso central. Pacientes con enfermedades intracraneales
o TCE tenen mayor incidencia de ulcus y de sus complicaciones (10).

Quemaduras. Cuando afecta a mds del 35% de la superficie corporal, la
probabilidad de lesién de 1a mucosa gastroduodenal aumenta significativamente (18,19).

Fallo respiratorio agudo. Es un factor de riesgo importante, pero cuando se
necesita ventilacién mecdnica, el riesgo es ain mayor (20).

Las Alteraciones de la coagulacién aumentan el riesgo de sangrado en estos
pacientes sépticos (20,21).

Insuficiencia hepdtica y renal aguda (22,23).



Shock Séptico

Los estados de shock constituyen tal vez el problema mds complejo de toda la
fisiopatologia quirirgica. Aunque el shock ha sido una entidad reconocida durante mds de
un siglo, su definicién y clasificacién se han elaborado con lentitud.

El shock es un sindrome que resulta de la depresién de numerosas functones, pero
en que la reduccién del volumen circulante efectivo es de importancia bésica y la
limitacién de la circulacién progresa de manera constante hasta convertirse en un estado
de insuficiencia irreversible. Se trata, pues, de una situacién hemodindmica que conllevard
unas repercusiones sobre los érganos, sobre el metabolismo energético de la célula, que
es lo que fundamentalmente va a fracasar. Se puede definir, por tanto, el shock como una
alteracion hemodindmica que va a llevar a un fracaso celular por fallo de sus mecanismos

de obtencion energética (24).

TIPOS DE SHOCK

1- Shock hipovolémico: Se trata de un estado de tipo hipodindmico, ya que las causas que
lo producen tienen como condicion una disminucién de la volemia. Frente a la caida del
gasto cardiaco, el organismo reacciona aumentando las resistencias periféricas (RVP), en

un intento de mantener la presién arterial.



2- Shock cardiogénico: También es un estado hipodindmico, aunque lo que fracasa ahora
es el corazén como bomba. La sangre se estanca en el territorio venoso y disminuye el
volumen minuto, lo que hard que el organismo reaccione aumentando las RVP que a su
vez determinard que los territorios orgénicos no reciban el suficiente aporte energético y

hard que claudiquen.

3- Shock normovolémico: El shock séptico es el tipo mds frecuente del denominado shock
distributivo, que se caracteriza por una distribucién anormal del volumen vascular que
resulta de un descenso de las RVP. Ademds de la sepsis, otras afecciones pueden conducir
a este tipo de shock como son: la intoxicacion por toxinas enddgenas (metabdlicas) o
exdgenas, enfermedades endocrinoldgicas, alteraciones de la microcirculacién,

enfermedades neuroldgicas y anafilaxia.



En la tabla I se enumeran las causas mds frecuentes del shock (24):

1.

1L

I

V.

FACTORES CAUSALES DEL SHOCK

HIPOVOLEMIA
A. Pérdida externa de liquidos
1. Hemorragia
2. Gastrointestinal
a) Vomitos (estenosis pilérica, obstruccién intestinal)
b} Diarrea
3. Renal
a) Diabetes sacarina
b) Diabetes insfpida
¢) Exceso de diuréticos
4. Cutdnea
a) Quemaduras
b) Lesiones exudativas
¢) Sudacién y pérdida insensible de agua sin restitucién
B. Secuestro interno
1. Fracturas
2. Ascitis (peritonitis, pancreatitis, cirrosis)
3. Obstruccién intestinal
4. Hemotdrax
5. Hemoperitoneo
CARDIOGENO
A. Infarto del miocardio
B. Arritmia (taguicardia paroxistica o fibrilacién, bradicardia grave)
C. Insuficiencia cardiaca congestiva grave con disminucién del gasto cardiaco
D. Factores mecdnicos cardiacos
1. Regurgitacion mitral o adrtica aguda
2. Rotura del tabique interventricular
ORSTRUCCION A LA CORRIENTE SANGUINEA
A. Embolia pulmonar
B. Neumotdrax a tensién
C. Taponamiento cardiaco
D. Aneurisma disecante de ia aorta
E. Intracardiaca (trombosis de la vdlvula esférica, mixoma auricular)
NEUROPATICQO
A. inducido por firmacos
1. Anestesia
2. Bloqueadores ganglionares u otros antihipertensivos
3. "Ingestién” (barbitdricos, glutetimida, fenotiacinas)
B. Lesi6n de la médula espinal
C. Hipotensién ortostitica (insuficiencia auténoma primaria, neuropatias periféricas}
OTRAS
A. Infeccién
1. Septicemia por gérmenes Gram negativos (endotoxinas)
2. Otras septicemias
B. Anafilaxia
C. Insuficiencia endocrina {enfermedad de Addison, mixedema)
D. Anoxia
TABLA I



Es preciso utilizar un lenguaje adecuado a la hora de hablar de los diferentes
transtornos que componen el espectro fisiopatolégico de la sepsis. Sélo asi tendremos la
esperanza de llegar a un reconocimiento precoz de un incipiente compromiso circulatorio
en pacientes con sepsis y poder mejorar su supervivencia. Asi{, Bone (25) establecié una
escala de gravedad creciente desde la bacteriemia no complicada hasta el shock refractario
(Tabla II) para seleccionar grupos homogeneos de pacientes y evaluar, de esta manera, €l
pronéstico y efecto de las medidas terapéuticas. No obstante, la sepsis, el sindrome séptico
y el shock séptico son el resultado de los mismos procesos fisiopatolégicos y componentes

del espectro de una misma enfermedad.



ESCALA DE TRANSTORNOS ASOCIADOS CON LA SEPSIS

BACTERIEMIA

SEPSIS

SINDROME SEPTICG

SHOCK SEPTICG PRECOZ

SHOCK SEPTICO REFRACTARIO

Se define como la presencia de bacterias viables en el
torrente circulatorio
Hemocultivos positivos,

Es la evidencia clinica de infeccidn mds signos de respuesta
sistémica a la infeccién (los siguientes):

Taquipnea (> 20 respiraciones por minuto o mds de 10 si tiene
ventilacién mecdnica)

Taquicardia (> 90 latidos por minuto)

Hipertermia (> 38,3° C) o Hipotermia (< 35.6° C)

Es el diagndstico ciinico de sepsis mds evidencia de

alteraci6n de perfusién de un 6rgano (uno 6 mis de los
siguientes):

PaQ,/Fi0, no superior a 280 (en ausencia de otra enfermedad
pulmonar o cardiovascular)

Niveles de lactato elevado

Oliguria (< 0,5 ml/Kg peso/h, en pacientes sondados)
Alteraciones agudas del nivel de conciencia

No son necesarios los hemocultivos positivos

Diagndstico clinico de sindrome séptico més hipotensién
(presién arterial sistélica < 90 mm Hg o una disminucién de 40
mm Hg de la presién sistdlica basal) que dure al menos 1 hora
y no responda al tratamiento convencional (sueros intravenosos
o farmacoterapia)

Diagnéstico clinico de sindrome séptico mds hipotension
(presién arterial sistélica <90 mm Hg o una disminucién de la
presidn sistdlica basal de 40 mm Hg) que dure al menos una
hora a pesar de la adecuada reposicién de volumen y que
requiere drogas vasopresoras ¢ altas dosis de dopamina (> 6
pg/Kg/min.)

TABLA 11
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El shock séptico contintia teniendo una alta mortalidad, en general superior al 40%.
Se estima que se producen, aproximadamente, 400.000 casos de sepsis y 200.000 de shock
séptico al ano en Estados Unidos, que ocasionan 100.000 muertes (26), lo que representa
la 132 causa de muerte en pacientes mayores de 5 afos (27). Para nifios entre 1 y 4 aiios,
supone la 92 causa de muerte (27). Aunque los antibidticos pueden tratar el organismo
etiolégico, ellos, por si mismos, no modifican la respuesta del huesped a la infeccién. La
importancia de dicha respuesta viene dada por el hecho de que muchos agentes infecciosos
y no infecciosos, como traumatismos, fendmenos autoinmunes, Cirrosis o pancreatitis,

pueden producir un cuadro clinico de shock séptico (1).

ETIOLOGIA DE LA SEPSIS Y SHOCK SEPTICO

MEDIADORES DEL TIPO NO CITOQUINAS

1- Factores microbianos:

El shock séptico puede estar causado por infecciones bacterianas, virus, protozoos

y hongos. De entre esos microorganismos, las infecciones por bacterias Gram negativas

son las mds frecuentes (28) y, por tanto, las mejor estudiadas y caracterizadas. El

Escherichia coli es el patdgeno mas frecuentemente aislado, seguido de las especies de

Klebsiella y Enterobacter (29-31). Las bacteriemias por Pseudomona aeruginosa, se

asocian a mayor tasa de mortalidad (32).
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la) Lipopolisacdrido

El lipopolisacdrido (LPS) estd considerado como el mediador exdgeno mds
importante del shock séptico (33).
EL LPS estd compuesto por una fraccion antigénica variable de polisacdridos unida

al lipido A (34).

LIPOPOLISACARIDO BACTERIANO

OLIGOSACARIDO

[ !

- — — — — — — — — — — — | D R >

CENTRO CENTRO
CADENA O-ESPFECIFICA EXTERNG INTERNO LIPIDO A

FIG 1.- La endotoxina es un lipopolisacaridc compuesto por una serie
antigénica variable de azlcares unidas al lipido A.

La fraccién de polisacdridos de la molécula consiste en una cadena, especifica O,
mds un centro de oligosacdridos. La cadena O especifica contiene cerca de 70

oligosacdridos repetidos cada uno de los cuales contiene 7 residuos de azicar y es
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caracteristico para cada especie. El centro es un oligosacdrido que tiene 2 componentes:
una fraccion interna que contigne azicares similares en todas las especies y el centro
externo que difiere entre las distintas especies y también dentro de una misma.

EL lipido A es un complejo molecular con un componente hidrofilico de azicar y
otro lipofilico de 4dcido graso (34) y es el principal responsable de la toxicidad y efectos
bioldgicos del LPS (35).

El fenémeno de sepsis acontece como consecuencia de un efecto sistémico
secundario a una serie de procesos inflamatorios locales, producidos en respuesta a una
infeccion bacteriana. En la sepsis cambia la conducta de las células inflamatonias, las
cuales secretan citoguinas € inician procesos intra y extracelulares con una posible
activacién de granulocitos y macrdfagos. Estas células producen en el medio interno la
activacién del sistema del complemento y de la coagulacidn, la generacién de radicales
libres de oxigeno (RLO) y otros substratos.

La endotoxina inicia una respuesta en el huésped por unién a un receptor y eso
produce una activacion de diversos procesos intracelulares. En el plasma LPS puede unirse
a protefnas como la proteina enlazante de LPS (LBP) (36,37) formando un complejo que
puede unirse a la superficie de los leucocitos (38) via un receptor identificado como CD 14,
El efecto de la via LBP/CD14-dependiente es aumentar la sensibilidad de las células al
LPS e inducir una respuesta mas rdpida de citoquinas.

Los estudios realizados "in vitro" demuestran que la endotoxina activa directamente
a los neutréfilos para producir elastasa (39) e iones superdéxido (40) e indican el
mecanismo a través del cual estas células provocan la lesion. Ademds esos agentes pueden
actuar de forma sinérgica (41) produciendo, asi, una lesién epitelial considerable en el

caso del sindrome del distrés respiratorio del adulto (SDRA).
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A pesar del potente efecto de la endotoxina sobre los neutréfilos, es probable que
las células efectoras que provocan la lesién orgdnica, inducida a través de la endotoxina,
sean los macrdfagos de los tejidos. Estas células producen numerosos mediadores de la
inflamacidn y responden a la endotoxina produciendo con rapidez grandes cantidades de
factor de necrosis tumoral (TNFa) y de IL-1 (42,43). El TNF« ha sido considerado un
mediador central del shock séptico debido a la observacién, realizada en 1985, de que un
suero policlonal neutralizante del TNFa fue altamente eficaz impidiendo la muerte de los
ratones a causa de la endotoxina (44).

Existen datos que apoyan la idea de que algunos de los efectos de las endotoxinas
pueden ser causados por mediadores lipidicos tales como el PAF, los metabolitos del 4cido
araquiddnico y el complemento.

Los estudios "in vitro" indican que los productos del dcido araquidénico ejercen
un control sobre la produccion del TNFa e IL-1. El PAF, el leucotrieno B, (LTBy) y el
C3a son potentes estimulos para la produccién de estas citoquinas (45,46). Sin embargo,
la prostaglandina E, (PGE,) (47) puede inhibir la produccién de TNFa e IL-1 "in vitro”
mediante un "feed back" negativo (48). El TNFa activa la produccién de PAF(49), LTB,
(50) y de tromboxano A, por parte de los neutrdfilos y cada uno de ellos por si mismos
inducen la actividad oxidativa de los neutréfilos. La inyeccidn directa de PAF reproduce
muchos de los efectos del shock séptico. Por otra parte, el empleo de un antagonista
selectivo del PAF inhibe la lesién pulmonar producida por la endotoxina en ratas (51).

Se sabe que el LTB, es generado por el pulmdn en respuesta a la endotoxina y es
probable que afecte de forma local a los neutréfilos y/o macrdéfagos (52).

El papel del tromboxano A, estd mejor definido. Este agente produce hipertension

pulmonar mediante vasoconstriccién de las arteriolas pulmonares y es el responsable de
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la hipertensién pulmonar (no de la permeabilidad) que se observa tras la administracién
de la endotoxina en modelos experimentales (53).

La endotoxemia activa fuertemente el sistema del complemento que a su vez activa
a los neutréfilos y puede por s{ mismo inducir una lesién pulmonar transitoria (54). En
los primates, la perfusién de un anticuerpo dirigido contra la fraccién CS5a del
complemento impide la muerte tras la administracién de una dosis letal de E. coli. El
complemento activado también facilita la adhesion de los neutréfilos al endotelio (55).
Consideradas en conjunto, estas observaciones indican que la endotoxina es capaz de
generar otros mediadores de la inflamacién dependientes de los neutréfilos que pueden
amplificar la respuesta inflamatoria.

La endotoxina también activa la cascz;da de la coagulacién, probablemente por

activacién del factor Hageman y por aumento de monocitos y la expresién endotelial del
factor tisular (35).
Taylor y cols. (56) estudiaron los efectos de la inmunizacién pasiva frente al factor tisular
en mandriles con bacteriemia por E. coli y observaron que en el grupo placebo, todos se
murieron en las primeras 24 horas, mientras que los animales inmunizados sobrevivieron
hasta el final del estudio (7 dias).

Por otra parte, en la endotoxemia el tono del musculo liso vascular estd disminuido
ocasionando una hipotensién a pesar de un alto gasto cardiaco. El 6xido nitrico (NO)
parece jugar un papel importante en la vasodilatacion que se produce en modelos de sepsis
(57). La vasodilatacién es un proceso active que supone la produccién en el citosol de
adenosilmonofosfato ciclico (AMPc) y guanosilmonofosfatociclico (GMPc) que producen
una relajacién del tono muscular vascular. La guanilatociclasa, enzima responsable de la

sintesis de GMPc, se activa por el NO, y se ha sugerido que la hipotension observada
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durante la sepsis puede ser debida a una excesiva produccién de NO €l cual, via GMPc,

ejerce sus efectos sobre la célula muscular lisa del endotelio (57).

1b) Peptidoglicanos

Son componentes de la pared celular bacteriana. La administracién de estas
substancias en animales(58) de experimentacion produce fiebre y cambios hemodindmicos
comparables a los que se ven tras la administracién de la endotoxina: aumento inicial en
la resistencia vascular pulmonar, aumento de la permeabilidad pulmonar, aumento del
gasto cardiaco. Se ha visto que en conejos y ratas, pero no en humanos, los

peptidoglicanos inducen la secrecién de 5-hidroxitriptamina y lisis de plaquetas.

Ic) Exotoxinas

Las exotoxinas de bacterias Gram positivas pueden provocar un cuadro de sepsis.
El mds conocido es el TSST-1 (toxic shock syndrome toxin-1) de S. aureus que induce la
produccién de citoquinas IL-1 (59), TNFa (60), IL-2 e interferén-y (60,61). Las
enterotoxinas A y B de S. aureus tienen efectos menos dramdticos aunque pueden causar
pérdida de peso e inmunosupresién y se cree que también pueden ser mediadas por

citoquinas (62).
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2- Sistema del complemento

Esta considerada como un elemento importante en la patogénesis del shock séptico
por que ocasiona un aumento de permeabilidad del endotelio (actividad como
anafilotoxina), adherencia de plaquetas, induce la produccioén-del factor tisular por
leucocitos y células endoteliales, favorece la produccién de IL-1 en los monocitos y
potencia en los neutréfilos la capacidad de inferir lesién por mecanismos oxidativos y
proteoliticos sobre el endotelio.

La activacién del complemento en el shock puede estar mediada, como vimos
anteriormente, a) por el LPS tanto por la via alternativa como por la cldsica; b) ademds,
el complemento puede estar activado, directamente, por una lesién tisular extensa (58) y
¢) por interaccion con el sistema de la coagulacidn (la conversién de C1 - C1’ por la
activacion del factor Hageman), y con los sistemas fibrinoliticos y de kalicreina-kinina (la

conversidn mediada por plasmina de C1 —» C1°).

3- Sistema de la coagulacién

La sepsis se ve acompafiada, frecuentemente, por un proceso de coagulacion
intravascular diseminada (CID), el cual se puede iniciar por diferentes vias (63,64):

- Via extrinseca: Existen datos que otorgan un papel importante al factor tisular
como requerimiento esencial para desarrollar el proceso de CID (65), inducida por la
endotoxina. Asi, se demostrd en conejos que usando anticuerpos frente al factor tisular se

puede prevenir el CID, El factor tisular es producido por los fagocitos mononucleares y
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las células endoteliales, por contacto directo con la sangre o bien por estimulo de
citoquinas.

- Via intrinseca: Se ha demostrado "in vitro" que LPS activa directamente al factor
Hageman, aunque eso "in vivo" puede no ser importante para provocar un proceso de
CID, mediado por LPS (63,65).

~ Trombocitos: Experimentos "in vitro" demuestran que el LPS produce la
agregacién plaquetaria, la secrecion de aminas vasoactivas y hace disponible el factor
plaquetario 3 (FP3). Eso se ha visto que es un proceso complemento-dependiente, en
conejos. Sin embargo, en humanos esos efectos varfan de unos estudios a otros y algunas
veces no guardan relacién con el sistema del complemento y, ademds, parece que la
agregacién plaquetaria, la lisis y la disponibilidad de FP3 no son suficientes para producir
el CID(33).

~ Células endoteliales y CID: Estas células ejercen actividades coagulantes y
anticoagulantes, asi como fibrinoliticas y antifibrinoliticas que, en condiciones normales,
(con el endotelio intacto) estidn en favor de la actividad anticoagulante y profibrinoliticas
(64), pero en situaciones como el shock séptico, como resultado de la exposicién a
citoquinas (TNF e 1IL-1), se produce un exceso del factor activador-inhibidor de
plasminégeno (PAI-1) que favorece la actividad procoagulante. Ademds, el endotelio
lesionado tiene una actividad procoagulante (66,67) (accidon mediada por citoquinas) por

exposicién de la membrana basal o del coldgeno.
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4- Factor activador de plaquetas (PAF)

Es un fosfolipido bioldgicamente activo considerado como un mediador potencial
del shock séptico. Es producido por la mayoria de las células incluyendo macréfagos,
neutrofilos, plaquetas y células endoteliales (68). Sus efectos son la induccién de la
agregacién plaquetaria y trombosis intravascular (69), asi como un aumento de la
permeabilidad vascular e hipotension, en respuesta a estimulos tanto inmunoldégicos como
no inmunoldgicos (70). La hipotensién inducida por LPS estd asociada con una aparicién
temporal de PAF en la circulacién; por otra parte, antagonistas del PAF pueden revertir

el shock inducido por la endotoxina.

5- Neuropéptidos

Dado que se ha visto que la naloxona mejora la supervivencia en modelos de shock
inducidos por la endotoxina, se cree que los opiaceos intervienen en el shock séptico.

Ademds se sabe que la endotoxina induce la produccién de endorfinas (71,72).

6- Prostaglandinas y Leucotrienos

El tromboxano A, (TXA,) es el principal producto de la via ciclooxigenasa de las
plaquetas. Es un potente vasoconstrictor y estimula la agregacién plaquetaria. Sin

embargo, la prostaciclina (PGL) es el principal producto de la via ciclooxigenasa del
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endotelio y tiene efectos opuestos a la funcién plaquetaria y tono vascular, Ambos
productos aumentan su produccién tras la administracién de endotoxina en modelos
experimentales en animales (33).

La PGI, puede contribuir a la hipotensién que se ve en el shock. La fuente de PGI,
en el shock no estd clara, pero se cree que los macréfagos y células endoteliales pueden
contribuir. La produccién de prostaciclinas por las células endoteliales depende de la
estimulacién por bradikinina (73). El aumento de producciéon de TXA, puede favorecer el
CID y la isquemia tisular en el shock. Su produccién es independiente del sistema de las
kininas (73).

Los macroéfagos no sélo producen prostaglandinas siné también productos de la
lipooxigenasa (leucotrienos) uno de los cuales puede jugar un papel importante en el shock
séptico por su capacidad para regular la produccién de citoquinas (74). Se ha demostrado
que el leucotrieno B, (LLTB,) y LTC, pueden inducir la secrecién de IL-1 por macréfagos

y de interferén y (IFN-y) e IL-2 por linfocitos T.

7- Sistema kalicreina-kinina

Se ha demostrado ampliamente que la sepsis produce una activacidn del sistema
kalicrefna-kinina y que la plasmina es el principal activador de este sistema. En animales
de experimentacién la administracién de bradikinina provoca alteraciones cardiovasculares
similares a los observados durante el shock séptico (73).

La administracién de LPS conduce a un rdpido descenso de kinindgeno y a un

aumento de los niveles de bradikinina; similar a lo que sucede en los pacientes con sepsis.

20



Por otra parte, existen evidencias que otorgan un papel importante a la bradikinina en la
patogénesis del shock séptico como resultado de las observaciones en las que el
tratamiento con antagonistas de bradikinina reducen la mortalidad en modelos de ratas con

shock endotéxico (73).

MEDIADORES TIPO CITOQUINAS

Durante la sepsis por bacterias Gram negativas, la presencia del LPS produce
alteraciones significativas de la homeostasis metabdlica e inmunitaria del huésped. Muchas
de estas alteraciones son el resultado de una compleja cascada de mediadores enddgenos,
derivados de los fagocitos mononucleares (75). Entre elios, hay un grupo de proteinas del
huésped, denominadas citoquinas, que desempefian un papel integral en la mediacién de
la respuesta del huésped a la lesion histica y a la infeccién por producir cambios en la
termorregulacidn , en la resistencia y permeabilidad vascular, en la funcién cardiaca, en
la funcidn de la médula dsea y en la actividad de enzimas claves. De esas citoquinas, el
TNF-a (76) y la interleuquina-1 (77) han sido muy estudiadas por sus papeles
fisiopatoldgicos en la infeccién y en el traumatismo, En la siguiente tabla se exponen las

caracteristicas comunes a todas las citoquinas (78).
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CARACTERISTICAS DE TODAS LAS CITOQUINAS

- Hormonas proteicas activas a concentraciones muy bajas { < 10-11) mol/L.

- Producidas durante los estadios efectores de la inmunidad natural y especifica.

- Como otras hormonas polipeptidicas, inician su accién mediante la unién a receptores especificos sobre
de la superficie de las células diana, donde se regula habitualmente la divisién celular (es decir, funcionan
como factores de crecimiento).

- Producidas por diversos tipos de células, en diversos lugares, y con frecuencia, ejercen acciones que se
solapan.

~ Actian sobre una amplia categoria de diferentes células, y con frecuencia, influyen sobre la sintesis de
otras citoquinas.

- Sirven para mediar y regular las respuestas inmunitarias e inflamatorias y ejercen importantes acciones
autocrinas, paracrinas ¥ endocrinas.

- Suscitan principalmente respuestas celulares lentas que implican sintesis de nuevas protefnas.

TABLA II

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL (CAQUECTINA)

Esta citoquina recibié su doble nombre por el descubrimiento de que es capaz de
ocasionar caquexia e hipertrigliceridemia en el animal de experimentacién (79,80). Fue
un término acuiiado originalmente por Carswell y col. en 1975 (81). Se trata de un
polipéptido de 157 aminodcidos derivado de una prohormona de 233 aminodcidos a través
de una serie de divisiones protecliticas. Esta citoquina interacciona con un receptor
especifico presente en un gran nimero de células (82,83) y puede alcanzar una respuesta
bioldgica con una ocupacién de sus receptores de sélo un 5% (83). La principal fuente
celular del TNF es el fagocito mononuclear activado (84,83).

El principal estimulo fisioldgico para la liberacién de TNF es €l LPS (86). Otros
estimulos son: las exotoxinas bacterianas, los virus, los protozoos y los hongos (87,88).
La administracion de LPS produce una elevacién sérica de TNF. Las concentraciones
méximas aparecen después de 90-120 minutos y se normalizan hasta la concentracién basal

a las 6 horas. No obstante, cualquier exposicion breve al TNF induce una cascada de
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reacciones secundarias que siguen ejerciendo un efecto mucho tiempo después de su
desaparicidn del suero.

La mayoria de las manifestaciones clinicas de la infeccién por bacterias Gram
negativas son probablemente debidas a la actividad de TNFa y otras citoquinas secretadas
por macrofagos expuestos al lipopolisacdrido de la pared celular bacteriana. Aunque el
mecanismo que compromete al TNFe en el shock y lesion tisular no estd aidn del todo
determinado, se conoce que esta citoquina puede aumentar [a permeabilidad capiiar, ticne
propiedades quimiotacticas para las células inflamatorias y activa a los neutréfilos y células
endoteliales. Por otra parte, TNFa media el aumento de actividad procoagulante
endotelial, induce microtrombosis y contribuye al desarrollo de necrosis y coagulopatia de
consumo.

En la siguiente tabla se exponen las funciones del factor de necrosis tumoral (89).

FUNCIONES DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

- Leucocitos y fagocitos mononucleares: TNF induce una leucocitosis y estimula la activacién, marginacién
y migracién transendotelial de los neutréfilos y asi mejora la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
¥ la inhibicién mediada por neutréfilos del crecimiento fiingico. También favorece la maduracién y
activacion de los monocitos y macréfagos.

- Funcién metabélica: Su efecto global consiste en estimular una redistribucién de las proteinas y las grasas
a partir de la periferia hacia el higado durante la lesién. Favorece la liberacién de aminodcidos a partir de
las protefnas periféricas degradando el misculo esquelético. Estimula la liberacidn de triglicéridos a partir
del tejido adiposo e inhibe la sintesis de dcidos grasos. Induce la glucolisis anaerobia por aumento del
transporte celular de glucosa, por depleccién de glucdgeno y aumento del flujo de lactato. En el higado,
el TNF estimula la captacién de aminodcidos y la lipogénesis hepética.

- Efectos centrales: TNF actiia como un pirégeno enddgeno a través de la estimulacién hipotaldmica de
prostaglandinas. La fiebre es bifdsica y el segundo pico estd productdo por la liberacidn de IL-1 inducida
por el TNF.

- Coagulacidn y cicatrizacidn de las heridas: TNF tiene accidn procoagulante sobre las superficies
endoteliales lo que conduce a la microtrombosis (base de su accidn antitumoral). Por otra parte, el TNF
induce la proliferacién de fibroblastos y microvascular y estimula la liberacidn de colagenasa,

- En los estados patoldgicos: Interviene en la movilizacién de la respuesta inflamatoria aguda. El aumento
de TNF, en estas situaciones, representa una via comun en la respuesta del huésped a la lesion histica y
a la infeccin grave.

TABLA IV
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INTERLEUQUINA-1

La familia de las interleuquina 1 (IL-1) la componen tres moléculas polipeptidicas:
IL-le, IL-18 y €l antagonista del receptor de la IL-1 (90). Las IL-1a e IL-18 poseen un
amplio espectro de actividades bioldgicas, que son inhibidas por el antagonista del receptor
de Ja IL-1. Su vida media en el plasma es de 6 a 10 minutos.

El fagocito mononuciear activado es la fuente principal de IL-1, aunque las células
endoteliales, los queratinocitos, los neutréfilos y los linfocitos B también son capaces de
producir esta citoquina (91). Aunque el LPS es el principal estimulo fisioldgico, otros
agentes como la silice, el TNF y la misma IL-1 también pueden inducir su sintesis (92).

A continuacién se exponen las funciones de esta citoquina (78).

FUNCIONES DE LA INTERLEUQUINA |

- Inmunidad: IL-1 tiene una potente coestimulacion de los linfocitos T, aumenta la sintesis de IL-2 y la
expresion de los receptores de IL-2, También aumenta la produccién de interferén o« y de linfocitos T
citotdxicos.

- Mielopoyesis y funcién leucocitaria: IL-1 tiene una importante accién sobre la mielopoyesis directa e

indirectamente por la induccién de factores de crecimiento mielopoyético, incluido el GM-CSF.
La liberacién local de IL~1 estimula la llegada de granulocios a focos de inflamacién aguda y, localmente,
estimula la proliferacién de los fibroblastos y células musculares lisas de los vasos. Aunque estas acciones
son beneficiosas para la localizacién de la infeccion, una excesiva marginacion de neutréfilos activados
mediada por la IL-1 y el TNF puede conducir a la inflamacién y congestién pulmonares.

- Funcién central y endocrina: IL-1 es un pirégeno endégeno que eleva la temperatura mediante la induccidn
de la liberacidn de prostaglandinas en el hipotdlamo anterior. También induce la aparicién de anorexia y
aumenta Ja frecuencia y duracién del suefio de ondas lentas. Sobre el gje neuroendocrine la IL-1 estimula
la liberacién de ACTH, la TSH y la somatostatina. IL-1 estimula directamente la liberacién de corticoides
suprarrenales y la liberacién pancredtica de insulina y glucagén.

- Sinergias con el TNF: El TNF y la IL-1 estimulan su propia liberacién y, ademds, la liberacién reciproca
y asi amplifican la cascada de los mediadores inflamatorios después de la lesién. Ambas tienen acciones
sinérgicas sobre la hipdfisis, el hueso, el endotelio, el pincreas y los fibroblastos cutineos y tienen acciones
similares sobre la adherencia y activacién de los neutréfilos y reacciones inflamatorias.

La administracién combinada de ambas produce inestabilidad hemodindmica y efectos metabdlicos a
concentraciones que gjercen efectos minimos sise administrasen de modo separado. EI TNF y fa IL-1
favorecen la coagulacién intravascular diseminada.

- En los estados patolégicos: La IL-1 se ha detectado en el suero de nifios con piirpura séptica, sindrome de
Kawasaki y artritis reumatoide. La produccidn de IL-1 aumenta significativamente después del traumatismo
quinirgico, la lesion térmica y el shock hemorrdgico. Ademds esta citoquina se detecta en el suero de los
pacientes con infeccidn grave.

TABLA V
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INTERLEUQUINA-6

La familia de la interleuquina 6 consta de, al menos, seis moléculas diferentes de
fosfoglucoproteina (93). Es secretada por los fibroblastos, monocitos y macréfagos y
rdpidamente liberada a la circulacién en respuesta a la lesién y se detecta en la circulacién
una hora después, aproximadamente, de la administracién de LPS (94) y ejerce su efecto
mediante la unién a un receptor especifico (95).

En estudios "in vitro” se demostré un espectro de acciones que se solapan a las del
TNF y la IL-1. Favorece la respuesta de las células linfoides y hematopoyéticas a sus
respectivos factores de crecimiento y diferenciacién; estimula la produccién de anticuerpos
por linfocitos B (96) y es el principal estimulo para la sintesis hepdtica de proteinas fase
aguda (97). Por otra parte, la IL-6, tanto "in vitro" como "in vivo", ejerce un efecto
inhibidor sobre la produccién de TNFa (33,98). A pesar de este aparente efecto
beneficioso de la IL-6, los niveles séricos de esta citoquina detectados después de un
traumatismo histico o una infeccidn, parecen correlacionarse con la muerte subsiguiente
(99). De todas formas, su implicacién en la fisiopatolégia del shock séptico no estd

totalmente definida.

INTERFERON 7

El interferén r (IFN-7) es una glucoproteina sintetizada y secretada por los
linfocitos T activados y por las células NK y parece jugar un papel importante en la

regulacién de la respuesta inflamatoria e inmune (33).
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Los linfocitos T son estimulados para producir IFN-y por LPS, mitégenos no
especificos, anticuerpos monoclonales reconocidos por los receptores de membrana y por
exotoxinas bacterianas. Ademds estas células necesitan, para una éptima estimulacién, la
presencia de IL-1 o IL-2.

Las células NK producen IFN-r al ser estimuladas por mitégenos, LPS (100) o IL-
2. Estas células no necesitan la presencia de otras senales para sintetizar ¢l IFN-r,

EL IFN-7 ejerce sus efectos sobre los macréfagos y células endoteliales y ha sido
implicado como un mediador fundamental en el shock séptico (33).

Produce, en los macrdfagos, un aumento de la produccién de TNF (101), PAF
(102), H,0, (103), proteasas (104) y serotonina/melatonina (105); por otra parte, favorece
su adhesién a glucoproteinas de membrana; (106); también afecta al sistema del
complemento por aumento de la produccién del factor B, C, y C,-inhibidor{(107).
Finalmente el IFN-7 reduce la produccién por los macréfagos de PGE, (108).

En las células endoteliales, el IFN-7 induce la sintesis de proteinas de la vfa del
complemento (109) y favorece 1a adhesién de los linfocitos.

El IFN-7 tiene acciones sinérgicas con otras citoquinas, de esta manera, actia con
el TNFa para producir una actividad citotéxica y con la IL-2 para favorecer la liberacién
de TNFa.

Otras acciones atribuidas al IFN-7 son:
- Aumenta la produccién de anticuerpos por las células B activadas.
- Potencia la activacidn, agregacién y actividad fagocitica de los polimorfonucleares.
- Induce la activacién de macrdfagos, su funcién antimicrobiana y la expresién de
receptores para TNFo.

- Induce la expresion de moléculas de histocompatibilidad clase I y II.
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- Tiene un efecto pirdgeno directo en el hipotdlamo.
- Puede antagonizar la produccién del factor estimulador de colonias de

granulocitos/monocitos.

INTERFERON-o/8

Muchas células diferentes pueden sintetizar el interferén del tipo I (IFN-@ o 8 o
ambos). Aunque fue una de las primeras citoquinas que se demostrdé que era inducida por
la endotoxina de bacterias Gram negativas, su funcién biolégica es poco conocida. No
obstante, en modelos experimentales, el tipo I de interfer6n mejoré la supervivencia de
los animales a quienes se les administré LPS, quizds mediante la modulacién de TNFa y

otras citoquinas (110,111).

INTERLEUQUINA-8

La interleuquina 8 (IL-8), también llamada protefna activadora de neutréfilos, es
el prototipo de una familia de citoquinas conocidas por su actividad quimiotdctica de
neutréfitos y monocitos (33). Se producen fundamentalmente en los macréfagos activados,
pero también fibroblastos y plaquetas pueden sintetizarla (112,113).

Parece que ejerce sus efectos mediante una accidn paracrina e induce la quimiotaxis
de neutréfilos y linfocitos y la infiltracién tisular por ambos. Ademds, favorece la
degranulacion de neutrdfilos e inhibe la adhesién endotelio-leucocitica potenciada por el

TNFa y la IL-1.
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RESPUESTA INTEGRADA DE LAS CITOQUINAS

La secuencia de acontecimientos que conducen al shock séptico por bacterias Gram
negativas se inician con la unién de la endotoxina a los receptores de los monocitos y
macréfagos (114). Eso produce una activacidn de los leucocitos y produce la sintesis y
secrecién de citoquinas, principalmente TNF« e IL-1. Estas dos citoquinas actian como
mediadores del shock séptico produciendo alteraciones en la resistencia y permeabilidad
vascular, en €l gasto cardiaco y en la funcién de la médula ¢sea. Ademds, estas citoquinas
influyen en la actividad de numerosas enzimas incluida la lactato deshidrogenasa y la
lipoproteinlipasa (114).

La disfuncién miocérdica, reversible, observada en los pacientes con shock séptico
tambi€n puede ir ligada a los efectos del TNFa como se demostré en animales de
experimentacién (115).

Ambas citoquinas, TNF« e IL-1, estimulan la produccién de otras que perpetian
el proceso séptico.

Es de particular importancia la secrecién local de IL-8, que recluta y activa a los
neutréfilos, ocasionando una lesién tisular y una disfuncién orgdnica (116).
Concentraciones significativas de IL-8 se alcanzan como respuesta a pequefias
concentraciones de IL-1. TNFa e IL-1 inducen la secrecion de otros mediadores,
incluyendo IL-6, PAF, prostaglandinas y leucotrienos (115), y son responsables de la
activacion del sistema del complemento, de la coagulacidn y del sistema de las kininas.

Ademds de la secrecion de citoquinas, la cascada de la sepsis compromete la
produccién y secrecién de substancias anticitoquinas, incluido el receptor antagonista de

IL-1 y otros receptores solubles de las citoguinas.
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Otras, como IL-4 e IL-10 parecen tener una actividad predominantemente
antiinflamatoria y pueden causar una disminucién en la sintesis de TNFa e IL-1 (116), en
respuesta a la estimulacién por LPS. La actividad de TNF« parece estar modulada “in
vivo" por receptores de TNF. Asi, se observd que la induccién de leves endotoxemias en
humanos, aumentaba la concentracién plasmatica de esos receptores (117), que puede tener
dos consecuencias:
por un lado, que las células sean, temporalmente, menos sensibles a los efectos del TNFe,
y por otro, la formacién del complejo receptor-ligando, que disminuye la concentracién
de TNF« libre, puede actuar como un reservorio para asegurar bajas concentraciones de

esta citoquinas durante largos periodos de tiempo.

OTROS MEDIADORES

1- RADICALES LIBRES DE OXIGENO

Como vimos anteriormente, el LPS en la circulacién induce la secrecion de una
variedad de mediadores que, en ultima instancia, conducen a la activacién de los
neutréfilos, los cuales secretan radicales libres de oxigeno (RLO) (118).

Habitualmente el oxigeno se encuentra en su forma mds estable, que es la molécula
de O,, la cual es sdlo moderadamente reactiva. Sin embargo, en determinadas condiciones,
por reacciones quimicas, por accién enzimdtica o por efecto de las radiaciones ionizantes,

pueden producirse una serie de especies quimicas (radicales libres) (119), capaces de dar
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lugar a miiltiples reacciones con otros compuestos presentes en el organismo y producir,
asi, una lesién celular.

Un radical libre es aquella especie quimica, cargada o no, que tiene en su
estructura un electrén desapareado (120). El radical superéxido se forma por reduccién
de un oxigeno molecular (121): O, y tiene lugar en la cadena de transporte electrénico
microsomal o mitocondrial, o0 mediante sistemas enzimaticos de oxidacién como el de la
xantino oxidasa, aldehido oxidasa, flavina deshidrogenasa, amina oxidasa, NADPH
oxidasa, ciclooxigenasa y lipooxigenasa (121). El radical superdxido es relativamente
inestable, con una vida media de algunos milisegundos, y experimenta reacciones de
dismutacién, espontdnea o catalizada por la superdxido dismutasa, que consisten en la

reaccién entre dos radicales para dar agua oxigenada y oxigeno (122).

20, + 2H*» H,0,+ O,

Cuando la molécula de oxigeno recibe dos electrones:

02- -+ Ze' + 2H+—3‘ H202

El producto formado es el agua oxigenada o perdxido de hidrégeno, estable en
ausencia de catalizadores que promuevan su descomposicion y que se forma en muchos
procesos en los organismos vivos {(123). Este producto no es un radical libre pero, en
contacto con iones ferrosos o ciipricos o en presencia de superdxido y sales de hierro da
lugar a la formacién de OH.

El radical hidroxilo (OH’) es una de las especies quimicas méds reactivas que se
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conocen y puede formarse por reacciones del tipo:

02’ + H202 + H+ hd 02 + Hzo + OH

La accién de los RLO estd normalmente limitada por los sistemas de defensa
antioxidantes y la lesién ocurre sélo si estd aumentada la produccién de RLO y/o las
defensas antioxidantes estin disminuidas.

La produccién de RL es un componente fundamental de la actividad microbiana de
los neutréfilos, pero también puede ser importante su produccién por otros tipos celulares
como células endoteliales, macréfagos y monocitos.

La accién de los radicales libres estd limitada normalmente por un sistema de
defensa antioxidante, de manera que la lesién tisular acontece cuando la produccién de
radicales es excesiva y/o cuando las defensas antioxidantes estdn disminuidas. Esto sucede
en situaciones como: fenémenos de i1squemia-reperfusién, pancreatitis, preservacién de
drganos para el transplante, sepsis grave, fracaso renal y hepdtico agudos, SDRA, colitis
ulcerosa y otros procesos inflamatorios (124). En estas situaciones la destruccidn tisular
puede medirse mediante la determinacién de los productos resultantes de la peroxidacién
lipidica en los tejidos isquémicos (malondialdehido y conjugados dienos). En la siguiente

tabla se muestran los cuatro grupos de sistemas antioxidantes enddgenos (125):

ANTIOXIDANTES ENDOGENOS
1. Componentes de bajo peso molecular como las vitaminas, C y E, y los § carotenos.
2. Agentes capaces de donar el grupo sulfidrilo: el glutation.

3. Proteinas con grupos sulfidrilo.
4. Enzimas com superdxido dismutasa o catalasa.

TABLA VI
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Itoh y Guth (126) demostraron, en modelos experimentales, que los radicales libres
de oxigeno juegan un papel importante en las lesiones de la mucosa géstrica inducidas por

shock hemorragico.

2- OXIDO NITRICO

En 1980, Furchgott y Zawadzki (127) demostraron que el revestimiento endotelial
de los vasos sanguineos era esencial para la accién relajante provocada por la acetilcolina
y que este efecto estaba mediado por la secrecion de una substancia endotelial que fue
conocida, posteriormente, como factor relajante derivado del endotelio (EDRF). En 1987
se descubri6 la sintesis de 6xido nitrico (NO) en el hombre, una substancia secretada por
las células del endotelio vascular y cuyos efectos eran indistinguibles de los del EDRF,
por lo que fue identificado con él.

El NO ha sido implicado en diversos procesos fisioldgicos, que incluyen la
relajacion del musculo liso, la inhibicién de la agregacién plaquetaria, la neurotransmisién
y la regulacién inmunoldgica (128).

El éxido nitrico se sintetiza a partir del nitrégeno de la guanidina terminal de la
molécula de L-arginina, por accién de una enzima, llamada nitrato-sintasa, formando NO
y citrulina {129). El NO formado reacciona rdpidamente con el O, formando nitrito (NO,)
y nitrato (NOy). El NO,, a su vez, reacciona con la oxihemoglobina para producir NO;
y metahemoglobina (130). La sintesis de NO se realiza de forma fisioldgica en el
endotelio, en el sistema nervioso central y periférico y en las plaquetas, y depende de una

enzima nitrato sintasa constitutiva que estd siempre presente en los tejidos (128,131). Este
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enzima es calcio y calmodulina dependiente y libera pequefias cantidades de NO durante
cortos periodos de tiempo tras su activacién por sustancias como acetilcolina y
bradiquinina en receptores especificos o por el efecto del flujo sanguineo sobre las células
endoteliales. El NO producido difunde hacia el misculo liso, induciendo su relajacién por
activacién de la guanilato-ciclasa y generacién de GMPc (131) y es responsable del tono
vasodilatador del sistema cardiovascular en condiciones fisioldgicas (132).

Existe otra isoforma del enzima nitrato sintasa, denominada inducible, formada por
las células del sistema reticulo endotelial en presencia de endotoxina, TNF, IL-1 e IFN-y
(133). Este enzima inducible es calcio y calmodulina independiente y libera grandes
cantidades de NO, durante periodos prolongados. Este NO asi formado es utilizado como
un sistema citotoxico contra bacterias, hongos y pardsitos y también contra células
tumorales. Este enzima inducible también se ha visto en el higado, en hepatocitos y células
de Kupffer, en los neutréfilos y en la pared vascular (131). Tanto el endotelio como el
miisculo liso vascular son capaces de expresar esta isoforma inducible.

En situaciones como ¢l shock séptico, se produce una liberacion masiva de NO en
la pared vascular, que explica la hipotension e hiporreactividad a los vasoconstrictores.
Esta vasodilatacién puede ser revertida por andlogos de la L-arginina como la
N®monometil-L-arginina (L-NMMA) tanto en los animales de experimentacién como en
el humano (134,135).

Por otra parte, otros autores han demostrado un efecto beneficioso del NO en €l
mantenimiento de la integridad de la vasculatura intestinal en ratas tratadas con LPS (136).

En el shock séptico se objetiva una disfuncién ventricular especifica no ligada a la
vasodilatacién (137) y un aumento de ¢cGMP en el miocardio. Recientemente se demostré

en animales con shock endotéxico un aumento de sintesis de NO en la pared ventricular
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y es posible que la disfuncidn cardiaca en el shock séptico sea, en parte, inducida por este
exceso en la produccion de NO (138).

El NO también estd implicado en SDRA; recientemente se ha observado que la
inhalacion de NO a concentraciones inferiores a 50 ppm, provoca una disminucién de la
presién de la arteria pulmonar, mejoria de la oxigenacién y disminucién del cortocircuito
arteriovenoso, sin provocar hipotensién sistémica.

La relacién del NO con el desarrolio de ilceras de estrés se establece por varios
motivos: en primer lugar, la importancia de las alteraciones microcirculatorias en el
desarrollo del ulcus de estrés. Es conocido que el NO modula el tono basal de la
microcirculacién gdstrica (139).

El NO enddgeno, en estudios experimentales, se ha mostrado como un agente
protector de la mucosa gdstrica. Recientemente Masuda y cols. (140) han demostrado, en
un modelo experimental en ratas, que el NO endégeno protege a la mucosa géstrica frente
a la lesién inducida por etanol. Aunque no estd bién determinado este mecanismo, parece
probable que la vasodilatacién o ia inhibicidn de 1a agregacion plaguetaria estdn implicadas
en €1 (139), sin descartar que tenga otras acciones en la mucosa, que preserven la funcién
celular epitelial y su continuidad. La fuente de NO endégeno para esta accién protectora
parece ser la vasculatura gdstrica tanto en situacién de reposo como por estimulacién de

agentes gastroerosivos (140).
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ENDORFINAS

Los opidceos enddgenos fueron relacionados con el shock séptico tras las
observaciones realizadas con la naloxona, un potente antagonista de los opidceos. Esta
sustancia mejord la supervivencia en modelos experimentales de shock séptico. Por otra

parte, el LPS induce la produccién de endorfinas (71,72).

Tratamiento del shock séptico

En todo paciente con sepsis se deben de tomar unas medidas generales que van a
ir encaminadas a corregir el riego histico y a la restitucién del gasto cardiaco. El paciente
se tratard en una unidad de cuidados intensivos con objeto de vigilar continuamente la
presién intraarterial, pulmonar arterial en cuiia y venosa central, siendo necesario realizar
determinaciones frecuentes de gases en sangre arterial, pH y electrolitos séricos.

El tratamiento convencional se basa en un control precoz de la infeccién con
antibiéticos adecuados y la eliminacion del foco séptico (en general con el drenaje de los
abscesos). Como se comentd anteriormente, es importante el control hemodindmico
cardiovascular por medio de fluidoterapia intravenosa adecuada y el uso de firmacos
vasoactivos adecuados a las necesidades del paciente. Por ultimo, es frecuente que se
requiera un soporte ventilatorio mecdnico, asi comeo un preciso control de aporte

nutricional.
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MODULACION DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA

Podemos considerar cuatro fases tedricas en el transcurso de la respuesta

inflamatoria sistémica a Ia infeccién:

1- La fase de induccidn, en la cual el LPS interacciona con células del sistema
inmunol6gico iniciando toda una cascada de reacciones que llevardn al individuo,
finalmente, a la situacién de fracaso multiorgdnico y muerte.

Parece 16gico, por tanto, que se intente bloquear esta cadena de acontecimientos
mediante substancias como los anticuerpos antiendotoxina. En este sentido, Ziegler y col.,
en 1982 (141), trataron pacientes con bacteriemia y sepsis con suero hiperinmune contra
la cepa J3 de E.coli, observando una disminucién de la mortalidad en ellos frente a otro
grupo control. Posteriores estudios, realizados por distintos autores, no han logrado los
mismos resultados (142,143), con lo cual, se puede concluir que el uso de esta terapia
tiene sus limitaciones, como lo corrobora La Sociedad Americana de Enfermedades

Infecciosas {144).

2- La fase de sintesis y secrecién de citoquinas.

En ella, se produce la transcripcidon del RNAm a partir del DNA y, posteriormente,
ese RNAm se expresa como proteina (traduccion) (27).

La fase de transcripcidon de RNAm se puede bloquear mediante substancias como
pentoxifilina y amrinona (27): ambos son inhibidores de la fosfodiesterasa y aumentan los
niveles de AMPc intracelular lo que, por un mecanismo desconocido, interrumpe la seial

intracelular disminuyendo la respuesta celular al LPS (145,146). La pentoxifilina
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disminuye la sintesis de TNFa en modelos experimentales de shock endotéxico en
animales (147). La amrinona se ha mostrado, incluso, mds potente en la inhibicidn de la
sintesis de TNF inducida por LPS (148).

El bloqueo de la fase de traduccién puede conseguirse con corticosteroides. En
diversos modelos experimentales de sepsis, producida por gérmenes Gram negativos o por
endotoxina, se ha mostrado el efecto beneficioso del tratamiento con corticoides,
especialmente si se realiza como profilaxis o en las primeras etapas de la infeccién, lo que
condiciona la utilidad de estos firmacos (149). De todas formas, persisten las

controversias acerca de la utilidad de los corticoides en la sepsis.

3- Esta fase estd representada por la cascada de las citoquinas. Los datos actuales apuntan
a una incontrolada produccién de citoquinas como causa de morbilidad y mortalidad
inducida por la sepsis. Una gran cantidad de estimulos inducen la actividad de esas
citoquinas, por eso se han intentado aplicar terapias que pudieran bloquear dichas
actividades.

Los efectos del TNFa pueden ser blogueados por: anticuerpos monoclonales, que
se unan a la citoquina y la inactiven; receptores solubles que liguen la citoquina libre e
impidan su unién a receptores de membrana; y anticuerpos monoclonales anti-receptor del
TNFa, que compitan con la citoquina por la unidén a sus receptores de membrana (150).
El pretratamiento con anticuerpos monoclonales anti-TNFa en diversos modelos de sepsis
y SDRA, previene la mortalidad (151,152).

El empleo del antagonista del receptor de la IL-1, inhibidor de IL-1, redujo la
mortalidad en modelos experimentales de shock séptico, en conejos, cuando se

administraba durante las primeras horas del shock (153). En estudios clinicos, el uso de
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ese antagonista del receptor de IL-1, no demostré una mejora en la supervivencia.

4- Englobaria a los segundos mediadores y otros productos que causan la lesién tisular,
esto es: metabolitos del dcido araquidénico, radicales libres de oxigeno, 6xido nitrico y
el factor activador plaquetario.

Inhibidores del metabolismo del 4cido araquiddnico como la indometacina y el
ibuprofeno redujeron la lesién pulmonar inducida por la endotoxina en animales de
experimentacién (154).

Se ha investigado el empleo de indometacina combinada con antagonistas de los
receptores de leucotrienos o bién con inhibidores de la lipooxigenasa, obteniéndose una
mejorfa en la prevencion del desarrollo de un fracaso multiorgdnico, en modelos
experimentales con animales (155).

Por otra parte, se han ensayado nuevas terapias que actdan a nivel de los radicales
libres de oxigeno. En este sentido, existen estudios clinicos randomizados, en pacientes
con distrés respiratorio secundario a sepsis, que muestran la utilidad de la N-acetilcisteina
(un agente antioxidante) (156).

Los primeros estudios realizados con la Ne-monometil-L-arginina (LNMA), un
inhibidor de la nitrato sintasa, en pacientes con shock séptico, mostraban unos resultados
alentadores (157). Sin embargo, existe una preocupacién ya que esa inhibicién produce
una vasoconstriccion, que lesiona a los 6rganos por Ia hipoperfusién que provoca. Asi, en
modelos animales con shock endotdxico, tratados con inhibidores de la nitrato sintasa, se
comprobd un aumento de las lesiones en diferentes érganos.

Diversos antagonistas del receptor del factor activador de plaquetas fueron
utilizados en animales de experimentacién con shock endotéxico mostrando una proteccién

frente a las complicaciones fatales del shock séptico (158,159).
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Fisiopatologia del ulcus de estrés

En la patogenia de las lesiones agudas de la mucosa gdstrica, estdn involucrados
varios factores entre los que destacan:
1- Hipersecrecion 4cida.

Aunque la presencia de 4cido y pepsina intraluminal, parece necesaria para

producir lesiones por estrés en la mucosa gdstrica (160,161), no es un requisito
imprescindible para que se formen dichas ilceras (162). De hecho, sélo en las tlceras
agudas asociadas a lesiones neuroldgicas y sepsis se ha demostrado un aumento, en fases
iniciales, de la secrecién 4cida (163), aunque posteriormente, se produce una reduccién
en la misma. Esta reduccién es una de las caracteristicas mds importantes del ulcus de
estrés, y parece que el mecanismo clave involucrado en su produccién es la disminucién
de la secrecién 4cida por la célula parietal (164).
Aunque la retrodifusion de protones desde la luz géstrica al interior de la mucosa ha sido
implicada como un importante factor etioldgico para la tlcera de estrés secundaria a sepsis
(165), ello es dificil de determinar, por la dificultad que entrafia el medir el flujo de H*
a través de la mucosa. Ademds, una acidez alta asociada a hemorragia o sepsis no es
suficiente, por si misma, para producir ulceraciones, sino que es necesario la existencia
adicional de agentes irritantes locales, como por e¢jemplo los dcidos biliares, para que se
produzcan lesiones en la mucosa (166).

En este sentido, en pacientes graves, € influido tal vez por la presencia de un ileo
adindmico, se produce un reflujo de bilis al estdémago (atonia pilorica) y asi, los 4cidos
biliares, fundamentalmente el 4cido taurocdlico, entrarian en contacto con la mucosa

géstrica (164).
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2- Anoxia gdstrica.

La isquemia de la mucosa gdstrica estd considerada como uno de los principales
factores precipitantes en la patogénesis de las dlceras agudas de la mucosa.

Experimentalmente, se ha demostrado que incrementando el flujo sanguineo
géstrico se evita la formacion de tlceras(167); sin embargo, en la sepsis, en donde son
frecuentes las lesiones gdstricas y que es, ademds, la causa més frecuente de sangrado por
este tipo de uiceras (11), el descenso del flujo sanguineo no es un hallazgo constante, e
incluso, en modelos de shock séptico experimental, se constata un flujo sanguineo
inalterado o ligeramente aumentado (168,169). Aunque estas diferencias fisiopatoldgicas
se han intentado explicar basidndose en un incremento de las demandas tisulares de O, o
en una reduccién en su utilizacién durante la S(;psis, alin permanecen amplias lagunas en
el conocimiento de la patogenia del ulcus de estrés,
3- Alteracion de los mecanismos de defensa de la mucosa gastrica.

Los principales factores involucrados cldsicanente en la defensa de la mucosa

o
v

gdstrica son la produccidén de moco, hacia el que se vierte una secrecién rica en

bicarbonato, y la capacidad de regeneracién epitelial] Por otra parte, la mucosa géstrica
es capaz de liberar una serie de mediadores capaces de proteger o agravar la agresion
tisular. Se trata de metabolitos del dcido araquiddnica, el factor activador de las plaquetas

(PAF) y los radicales libres de oxigeno (170).

La reparacién de una lesién epitelial se caract
mucosas sobre la ldmina basal intacta, con restitu
continuidad y estd facilitado por un escudo protec

detritus y moco que forman una red que retiene |
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capilares situados bajo el epitelio superficial dafiado. No es, en si, un proceso de
renovacion celular. Es, probablemente, el primer y mds importante acontecimiento de la
defensa de la mucosa y es un proceso que ocurre a pH luminal de 1 y que se ve
deteriorado por situaciones como acidosis tisular e isquemia (5).

La integridad de la mucosa gastrica depende de un delicado equilibrio entre factores
agresivos y factores protectores. La lesién o ulceracidn gdstrica estard ocasionada por un
imbalance entre dichos factores.

Entre los factores protectores, la integridad de la barrera mucosa gdstrica,
denominada barrera mucosa de Davenport, parece jugar un papel esencial (164). Las
células mucosas superficiales constituyen una capa simple de células columnares con
granulos de mucina en el interior del citoplasma, los cuales migran hacia la superficie. El
moco estd formado por una capa de gel insoluble que se adhiere a la superficie y otra de
moco soluble que se mezcla con los jugos de la luz gdstrica. Su grosor es de
aproximadamente 200 um. Estd constituido principalmente por glicoproteinas neutras que
contienen dcido sidlico y mucopolisacdridos (171), asociados a lipidos. Entre sus funciones
se incluyen el proteger mecdnicamente a las células de la mucosa gdstrica, formar, junto
con ¢l bicarbonato vertido, un gradiente de pH que proteja 1a mucosa frente a una elevada
concentracién de H* y retener agua.

La produccién de las tlceras de estrés se asocia a una disminucién de la cantidad

de moco (172).
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La sintesis de moco se ve favorecida por la estimulacion vagal, la administracién
de secretina o ciertas prostaglandinas (PGE,). Su sintesis y secrecién se ve interferida por
sustancias como esteroides, AINES o ACTH.

Las prostaglandinas (PG) son mediadores procedentes del metabolismo del 4cido
araquiddnico. Este dcido graso es liberado de las membranas celulares, por la accién de
la fosfolipasa A, (PLA,). Entre ellas, fundamentalmente la PGE, tiene propiedades
citoprotectoras de la mucosa gdstrica (173).

La secrecion de bicarbonato en el estémago ocurre por medio del intercambio entre
Cl' y HCO; en la membrana luminal de las células parietales. El bicarbonato difunde al
interior del moco y forma una capa que neutraliza los iones H* de la luz géstrica,
manteniendo un gradiente de pH entre el lado epitelial (alrededor de 7.3) y el luminal (pH
2) (172),

Ademds de este gradiente de pH, un componente importante de la eficacia de esta
barrera es su hidrofobicidad, pudiendo rechazar, por ello, el dcido gdstrico acuoso. Esa
hidrofobicidad puede ser explicada por la presencia de una capa de fosfolipidos en la
superficie mucosa. El principal componente fosfolipidico del moco gdstrico es la
fosfatidilcolina (PC), que representa aproximadamente el 42-45% de la composicién total
de fosfolipidos de dicha barrera (174) y que juega un papel importante en el

mantenimiento de la citada hidrofobicidad (175).
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En a tabla siguiente se recoge la composicidn de fosfolipidos de 1la mucosa géstrica

de distintas especies:

% FOSFOLIPIDOS RATAS HUMANGS PERROS
LisoPC 3.1 £ 0.5 ] 1.9 + 1.1 2.6
Esfingonie 6.4 * 0.6 - 6.9 + 0.4 7.2
lina

PC 42.0 * 1.0 44.8 + 2.7 43.7
P-serina/ 13.5 * 0.5 10.8 *+ 1.3 13.4

P-inositol

i+
L)
O

P-etanolamina 29.0 31.5 = 2.0 28.8

Cardiolipina 6.0

I+
o
L]

0
Wb
[ ]

=
H+
[
[
FN
L]

Aproximadamente el 30% de la PC estd en forma disaturada
(dipalmitoilfosfatidilcolina, DPPC), siendo curiosamente la mucosa gistrica y el pulmén
los Unicos lugares del organismo donde pueden apreciarse cantidades significativas de
DPPC, y asi, por analogia con el pullmén, podemos hablar de la existencia de un
"surfactante gdstrico”.

Existen evidencias que demuestran que el epitelio gastrico es una fuente de surfactante
fosfolipidico y que la PGE, aumenta la secrecién de este supuesto material protector(5).
Este aumento de surfactante unido al aumento de produccién de moco, que vimos antes
que también inducfa la PGE,, favorece la asociacién de ambos componentes en una accién

sinérgica protectora de la mucosa. Ademds, la PGE, estd presente en concentraciones
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elevadas y ejerce efectos sobre la secrecion de moco y bicarbonato, la secrecién dcida
(pudiendo tener un efecto como mediador de la accion de la secretina) y el flujo sanguineo
de la mucosa (176,177).

En las lesiones que acontecen en la mucosa géstrica parecen estar especialmente
implicados la produccién del dafio endotelial mediado por neutrdfilos (178,179), la
generacién de radicales libres de oxigeno (RLO) (180), el PAF y la activacién de la
cascada del 4cido araquidénico (181). De hecho, los agentes que interfieren con estos
mecanismos mejoran la dlcera de estrés sin requerir alteraciones en el pH gdstrico
(182,183).

El Factor activador de las plaquetas (PAF) es un fosfolipido biolégicamente activo
producido por la mayoria de las células, incluyendo macréfagos, neutréfilos, plaquetas y
células endoteliales (68), en respuesta a la endotoxina y estd considerado como uno de los
potenciales mediadores en el shock séptico. Entre sus efectos se incluyen: agregacién
plaquetaria, aumento de la permeabilidad vascular e hipotensién (184),

El aumento de los niveles plasmdticos de PAF se asocia a la lesién de la mucosa
intestinal en modelos de isquemia-reperfusion (185), aunque el mecanismo por el cual el
PAF produce este efecto no estd ain aclarado. Una posible explicacién serfa un aumento
de la migracién de leucocitos, accién atribuida al PAF, que haria que estos secretaran
oxidantes téxicos que contribuirian al efecto deletéreo sobre la mucosa intestinal. Esto
queda ulteriormente apoyado por el hallazgo de niveles aumentados de malondialdehido
(MDA), un producto de peroxidacidén lipidica.

Es conocido el papel de los neutrdfilos en el proceso inflamatorio que acontece
durante la sepsis (178). Estas células se adhieren al endotelio vascular ocasionando

microtrombosis y, ademds, pueden liberar una serie de mediadores que incluyen enzimas
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como fosfolipasa A,, peroxidasas y proteasas, y radicales libres de oxigeno. Estos
mediadores, probablemente interrelacionados, consiguen aumentar la respuesta inflamatoria
y, asi, provocar una mayor lesién tisular.

Por otro lado, el éxido nitrico (NO), un radical simple y relativamente inestable
en condiciones aerobias, ha sido recientemente identificado como un potente mediador
pleiotrdpice (186). Sus acciones principales se asemejan a las del TNFe, interieuquina 1
(IL-1) y otras citoquinas en los diversos tejidos del organismo. Aunque nuestros
conocimientos acerca de sus funciones son ain incompletos, se sabe que este radical es
responsable de la actividad del factor relajante endotelial derivado del endotelio (EDRF),
actia como neurotransmisor, es antiagregante plaquetario y es una de las principales
moléculas implicadas en la defensa de las células inmunes frente a pardsitos, bacterias
intracelulares y células tumorales (186,187). A nivel géstrico, el NO estd implicado en Ia
regulacion del tono basal de la microcirculacién mucosa, durante los estados de reposo y
secrecién de dcido (188), y se ha encontrado que la inhibicidn de la sintesis de NO reduce
el flujo sanguineo géstrico. Por otra parte, el NO es un mediador de la vasodilatacién en
la mucosa gdstrica durante la secrecién 4cida. Por todo ello, se deduce que el NO
endégeno podria contribuir en la defensa de la mucosa gdstrica frente a estimulos que
provoquen ulceracidn de la misma (139).

En condiciones fisioldgicas, €l NO ejerce sus acciones mediante la activacion de
la fraccidn soluble de 1a guanilato ciclasa, con el consiguiente aumento en la concentracién
del segundo mensajero guanosina 3’5’ monofosfato ciclico (¢cGMP), que pude ser incluso
ser utilizado como marcador de la actividad de NO (186). Las citoquinas pueden inducir
la expresién de una isoforma, diferente de la habitual, de la enzima sintetasa de NO en

diversos tipos celulares (186). La gran actividad de dicho enzima, origina un incremento
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masivo en la produccion de NO, el cual puede actuar independientemente de GMPc, bien
sea aumentando la ribosilacién de ADP en las protefnas plaquetarias, inactivando las
enzimas mitocondriales con niicleo de sulfuro de hierro, o dafiando el DNA (189). El NO
puede combinarse ademds con RLO, también producidos por células inmunes activadas,
dando lugar a peroxinitrito de gran poder oxidante (190).

Aunque no se ha demostrado, hasta €] momento, ninguna relacién del monéxido
de carbono (CO) en la fisiopatologfa del ulcus de estrés, es posible que este gas actie
como mediador en las lesiones agudas de la mucosa géstrica, producidas durante la sepsis.
Por un lado, al CO se le han atribuido funciones como favorecedor de la agregacién
plaquetaria y de la relajacién del endotelio, probablemente mediadas por la activacién de
la guanilato ciclasa (191). Ademds pudiera tener un origen enddégeno a partir de la
peroxidacion de lipidos de membrana (192), involucrando, por tanto, a los radicales libres
de oxigeno en la mediacion del dafio mucoso.

A pesar del potente efecto de la endotoxina sobre los neutréfilos, es muy probable
que las células iniciales efectoras que provocan la lesién orgdnica, inducida a través de la
endotoxina, sean los macréfagos de los tejidos (193). Esta célula produce numerosos
mediadores de la inflamacién, entre los que se incluyen los metabolitos del 4cido
araquidénico, bien a través de la via de la ciclooxigenasa, sintetizindose las diferentes
prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX), o bien por la via de la lipooxigenasa,
produciéndose leucotrienos (LT) (48). Este efecto del LPS podria estar mediado por la
produccién de citoquinas (194), pudiendo tener alguno de estos metabolitos cierta
capacidad para modular, a su vez, la produccién de citoquinas (185).

Las prostaglandinas, producidas por la mucosa gdstrica (176), estimulan la

produccidén de moco y bicarbonato, y modulan 1a produccién de 4cido y el flujo sanguineo
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del estémago (176,177), mostrdndose beneficiosas en las lesiones gdstricas secundarias a
sepsis (195).

Otros metabolitos del dcido araquidénico ejercen acciones distintas sobre la mucosa
géstrica. Se sabe que tanto tromboxano A, (TXAZ2), como leucotrieno B, (LTB4) favorecen
la lesién (33,181), aunque no estd totalmente definido este mecanismo.

Cada vez se concede mayor importancia a la fosfolipasa A, (PLA2) en el curso de
la respuesta inflamatoria que se produce durante la sepsis {(196). La PLA2 es un enzima
regulador de la generacidn de un grupo de lipidos, bioldgicamente activos, denominados
metabolitos del 4cido araquidénico, con importantes implicaciones en los estados de sepsis
{33). La implicacidon de PLA2 en la patogenia del ulcus de estrés no estd clara. Se ha
demostrado, en un modelo experimental en raltas (185), que la inhibicién de PLA2 evita
la lesiébn mucosa asociada a isquemia intestinal y que eso estd mediade, en parte, por
productos resultantes de la activacién de PLA2 distintos a los metabolitos del 4cido
araquidénico. Por otro lado, Fisher y cols. (197) demostraron, esperimentalmente, que un
inhibidor competitivo de PLA2 disminuye la degradacién de fosfatidilcolina (PC) del

pulmén, y quizds esto mismo pudiera suceder a nivel de la PC del "surfactante gdstrico”.

4~ Descenso del pHi.

El pH gdstrico intramucoso (pHi), medido por tonometria, es un indice de
perfusién espldcnica. Valores bajos de pHi se correlacionan con un inadecuado aporte de
oxigeno al territorio espldcnico y que conducird a un acidosis regional. La acidosis
intramucosa se asocia a un peor prondstico y aparicién de fallo multiorgdnico en pacientes

sépticos.
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Existen evidencias en modelos experimentales que las iilceras de estrés asociadas
al shock hemorrdgico, son secundarias a un descenso importante del pHi como
consecuencia de una retrodifusion de H* (198).

Por otra parte, descensos en el pHi han sido encontrados en pacientes de cuidados
intensivos que habfan sufrido formacién de tlceras y sangrado y también durante el shock

hemorrigico experimental (198,199).
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Tratamiento del ulcus de estrés

La profilaxis incluye el control de la situacién hemodindmica en los estados de
shock, el tratamiento adecuado de las complicaciones, el uso de firmacos vasoactivos, la
compensacién del equilibrio dcido-bdsico, el drenaje quirtirgico de los focos sépticos y la
administracién de antibiéticos adecuados.

El tratamiento preventivo del ulcus de estrés se basa en tres premisas
fundamentales:

1- La morbi-mortalidad asociada a este tipo de lesiones, es significativa.

2- Se conocen los factores predisponentes que actuan favoreciendo el desarrollo del
ulcus de estrés y, por tanto, se tiene un mejor conocimiento de la poblacién a la que se
debe aplicar esta profilaxis.

3- El objetivo del tratamiento médico estd dirigido a disminuir la acidez gdstrica
y el aporte sanguineo de la mucosa, inhibir la accién de la pepsina, mejorar la agregacién

plaquetaria y fortalecer los mecanismos de defensa de la mucosa gdstrica (200).

Lograr la alcalinizacién gdstrica es un objetivo importante, ya que el pH tiene una
influencia decisiva en la agregacién plaquetaria. Un pH menor de 6,5 favorece ¢l sangrado

recurrente por redispersién de la trombina primaria (201). Al

mismo tiempo, la pepsina pierde su actividad proteolitica en condiciones de alcalinidad.
Los fidrmacos utilizados incluyen: antidcidos, H, antagonistas, pirenzepina, secretina,

somatostatina y, recientemente, omeprazol.
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ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES H, Y ANTIACIDOS

Actualmente, los antidcidos y los antagonistas H, son los agentes més contrastados
en la profilaxis de las tlceras de estrés (202). El objetivo es conseguir un pH gdstrico
igual o superior a 4, el cual es recomendado para conseguir un resultado éptimo en la
prevencion de estas lesiones (203).

Clédsicamente, los antagonistas de los receptores de histamina tipo H, fueron
ampliamente aceptados como agentes para prevenir el ulcus de estrés (204,205). No
obstante, se observé que estos fArmacos tienen una limitada eficacia, hecho que se atribuye
a que solo se alcanza una completa y duradera supresién dcida en un bajo porcentaje de
pacientes (200). La completa supresidén puede alcanzarse con el uso de omeprazol, una
substancia que probablemente juegue un papel kimportante, en el futuro, en el tratamiento
del sangrado del tracto gastrointestinal superior (206). Por otra parte, con la combinacién
de estos firmacos se consigue una mejor supresién del dcido (207). De todas formas,
cuando se observg, en estudios prospectivos, que estos farmacos fracasaban a la hora de
reducir el sangrado y que la profilaxis, con ellos, aumentaba la morbimortalidad por la
existencia de infecciones
nosocomiales (208), se prestd mds atencion a la fisiopatologia de estas lesiones. Parece
que el jugo gdstrico es sélo un cofactor en el desarrollo del ulcus de estrés y que €l estrés
no induce una hipersecrecion de 4cido, con excepcidn de pacientes con lesiones
intracraneales (209). De todas formas, el uso de estos farmacos continda aplicdndose en
el ulcus de estrés, y hay autores que recomiendan el uso en infusién continua para
mantener unos niveles plasmaticos adecuados y asi obtener un pH géstrico mayor de 4

(210,211) .
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SUCRALFATO

El sucralfato es una sal bdsica de aluminio no absorbible, con muiltiples
mecanismos de accidén (212): actia como un amortiguador frente a iones locales de H,,
estimula la secrecion de moco y bicarbonato y a la vez, aumenta la capacidad
amortiguadora de la capa de moco. La reparacién de la mucosa estd favorecida por una
mejor microvascularizacién y aumento en la sintesis de prostaglandinas y factor de
crecimiento epidérmico. El sucralfato protege a la mucosa géstrica del dafio producido
experimentalmente, dificulta el desarrollo de la hemorragia por ulceras de estrés y puede
curar ilceras pépticas (213). Este firmaco no tiene accién sobre el pH y por ello podria
tener un efecto beneficioso al prevenir la translocacién bacteriana (214), La frecuencia de
neumonias retrogradas por bacterias Gram negativas (10%) es menor que la que se
encuentran con otros tipos de tratamiento preventivos (215).

Eddleston y cols. (216) en un estudio randomizado demostraron que el uso de
sucralfato reduce un 40%, aproximadamente, la frecuencia de ulcus de estrés en los tres

primeros dias en pacientes intubados en unidades de cuidados intensivos.

PROSTAGLANDINAS

Como ya se comenté anteriormente, las prostaglandinas, especialmente PGE, y sus
andlogos son inhibidores de las secrecidn géstrica y parecen ejercer un efecto citoprotector
sobre la integridad de dicha mucosa (217). La PGE, estimula la secrecién de moco y
bicarbonato y aumenta el flujo sangu!’neo de la mucosa (218).

Aunque la administracién exégena de prostaglandinas es eficaz en la curacién de
las wlceras pépticas (219), su lugar en la profilaxis y tratamiento del ulcus de estrés no estd

atin totalmente definido (220).
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ANTIMUSCARINICOS

La pirenzepina, es un firmaco anticolinérgico relativamente especifico de los
receptores muscarinicos del estémago (221) y se ha utilizado con eficacia en la profilaxis
de la hemorragia del ulcus de estrés.

Su accion estd en relacién con una disminucion de la secrecidn Adcida (22), el
aumento de secrecién de moco y bicarbonato y con un aumento del flujo sanguineo de la

mucosa géstrica.

SECRETINA

Produce un aumento en la secrecién de bicarbonato y asi aumenta el pH
intragdstrico y también produce una reduccién del aporte sanguineo a la mucosa (menor
que la somatostatina). Distintos estudios realizados muestran que secretina y somatostatina
tienen una eficacia casi idéntica, para sangrados moderados, en la hemostasia primaria
(222). La ventaja que ofrece la secretina es que carece de los efectos secundarios de la

somatostatina.

VASOPRESINA

La administracion intravenosa de vasopresina ha sido propuesta por algunos autores
como tratamiento del sangrado del tracto gastrointestinal alto, en las varices esofdgicas
(223), con eficacia contrastada. No obstante, su uso en el sangrado por ulcus de estrés no
ha sido posible debido a sus efectos sobre el sistema cardiovascular (isquemia miocdrdica,

arritmias e infarto) (200).
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ALOPURINOL

Recientemente, el alopurinol ha sido estudiado como un posible agente eficaz en
la prevencidn de la vlcera de estrés (224). Asf Flynn y cols. (183) encontraron, en un
modelo experimental, que este agente inhibidor de la xantina oxidasa proporciona una
profilaxis para el ulcus de estrés sin modificacion del pH gistrico y se asocia con una
migracién celular precoz hacia la superficie de la gldndula mucosa contribuyendo asi al
restablecimiento de la continuidad de la barrera mucosa, que es el mecanismo de defensa

local mds importante contra la agresion.

CIRUGIA

La necesidad de cirugia por estas lesiones ha disminuido de forma importante
(225), afortunadamente, porque en aquellos pacientes que necesitan de cirugia los
resultados son desastrosos con una mortalidad alta.

La cirugia consiste en practicar una reseccién del estémago total o subtotal, puesto
que no se trata, como en el ulcus péptico, de evitar la secrecién clorhidropéptica, sind de
eliminar ef origen de ia hemorragia (164).

Por esta razén, la vagotomia se sigue de malos resultados, continuando la
hemorragia en un elevado porcentaje de enfermos; en cualquier caso, su utilidad hay que
buscarla en el efecto de los vasos submucosos, reduciendo la congestién venosa. De todas
formas, no es una técnica adecuada para este tipo de tlceras (164).

La gastrectomia parcial presenta los mismos riesgos de la gastrectomia total
(dehiscencia de las suturas), sin embarge proporciona peores resultados puesto que la
recidiva de hemorragia es mucho mds frecuente (164).

Por esto hay que insistir en el tratamiento profildctico, y en que si ya se ha
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presentado la hemorragia, es preciso no demorar la intervencion quirtrgica, si se observa
que las medidas conservadoras no son capaces de estabilizar al paciente. Es obvio que si,
ademds de hemorragia, se observan signos de perforacién, como sucede con frecuencia

en las ulceras de Cushing y Curling, es preciso realizar una reseccidn gastrica.
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Pentoxifilina

Recientemente, se ha demostrado que pentoxifilina (PTXF), una metilxantina
inhibidor de la fosfodiesterasa, reduce el daiio tisular en animales sépticos (226) y es capaz
de mejorar tanto las manifestaciones hemodindmicas como la supervivencia en modelos
experimentales de shock sépticos (227). La PTXF puede aumentar el flujo sanguineo
tisular, en estados de bajo flujo, mediante un efecto vasodilatador directo y también
mejorando la deformabilidad de las células rojas (228). Esta propiedad de mantener la
oxigenacion tisular ha sido propuesta como el mecanismo por el que mejora la
supervivencia de los modelos de shock hemorrdgico tratados con PTXF (229).

Por otra parte, la PTXF se ha mostrado como un agente protector de las lesiones
de la mucosa gdstrica inducida por indometacina, en ratas, ejerciendo este efecto mediante
la disminucién de la adhesién de polimorfonucleares neutrdfilos, sin relacién con la
sintesis de prostaglandinas o con una posible inhibicién de la secrecién de 4cido (230).

Ademds, se ha visto que en situaciones de isquemia, como en la enfermedad
vascular periférica, la PTXF es un agente que inhibe la sintesis de radicales libres (231),
y aunque este efecto de PTXF no se ha demostrado que exista en la lesién mucosa
secundaria a sepsis, quizds pudiera ocurrir, dado que existe la condicién de hipoperfusién

o0 isquemia.

58



Somatostatina

Recientemente se ha despertado un gran interés en la regulacién neuroendocrina
de las reacciones inflamatorias. El tetradecapéptido somatostatina (SS) fue aislado
inicialmente del hipotdlamo, pero identificado ulteriormente en diferentes tipos celulares
de origen nervioso o endocrino. Dicha hormona muestra, en general, una funcién
inhibitoria (232) que afecta a diversos 6rganos y que incluye al sistema inmune (233).

La S§ es capaz de influenciar la actividad fagocitica "in vitro" de los monocitos
de rata (234), la migracidn de leucocitos humanos (235), y la produccién de citoquinas por
monocitos humanos (236), habiendo sido sugerida para esta hormona una actividad
inmunomoduladora (235) y antiinflamatoria (237). A dicha actividad han sido atribuidas
las propiedades "citoprotectoras” que muestra la SS en diversos modelos de lesidn tisular
aguda (238), incluyendo modelos de gastritis erosiva (239). Ademds, la SS se ha mostrado
eficaz en el tratamiento de la hemorragia por gastritis erosiva en humanos (240). El efecto
hemostdtico de SS en casos de sangrado por ulcus de estrés fue investigado en diversos
estudios (241).

La somatostatina no sélo reduce la secrecién de dcido, siné también el aporte
sanguineo al territorio espldcnico (242) y estimula la produccién de moco (243).

En la mayoria de los estudios realizados, SS conlleva un mayor cese del sangrado
(74-95%) que el uso de placebos o antagonistas de receptores H,. No obstante, los

resultados sobre la eficacia de SS en el sangrado por ulcus de estrés no estdn claros.
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HIPOTESIS DE TRABAJO



En la fisiopatologia de la gastritis erosiva secundaria a sepsis pueden jugar un papel
importante alteraciones en la barrera mucosa géstrica, uno de cuyos componentes lipidicos
fundamentales es la fosfatidilcolina. La somatostatina ha mostrado propiedades
citoprotectoras sobre la mucosa gdstrica y, por otro lado, la pentoxifilina ha logrado
reducir el dafio tisular en diversos modelos experimentales de sepsis. Por ello nos hemos
planteado como objetivos iniciales de este trabajo:

1. Investigar la sintesis de fosfatidilcolina por la mucosa gdstrica en un modelo de sepsis
inducida por lipopolisacdrido en ratas, as{ como las modificaciones introducidas por la
administracién posterior de pentoxifilina o somatostatina.

2. Investigar la posible implicacién de los metabolitos del dcido araquidénico y de los
radicales libres en el daifio de la mucosa géstrica.

Por otro lado, aunque el 6xido nitrico (NO) ejerce un papel protector de la mucosa en
situaciones fisioldgicas favoreciendo la vasodilatacién, la produccidn local de cantidades
importantes de NO podria jugar un papel importante en las alteraciones que se producen
en la mucosa gistrica durante la sepsis. El NO parece ejercer parte de sus efectos por
activacién de la guanilato ciclasa y el consiguiente aumento de los niveles de GMPc.
Recientemente, se ha demostrado que el monéxido de carbono (CO) puede acturar como
mensajero intracelular, activa la fraccion soluble de la guanilato ciclasa y comparte otras
propiedades del NO.

Nuestro siguiente objetivo fue investigar un posible papel de la produccion local de NO
y CO en las alteraciones de la mucosa gistrica y ademds, estudiar las posibles

modificaciones por somatostatina y pentoxifilina.
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MATERIAL Y METODOS



ANIMALES

Se han utilizado ratas Wistar, macho, entre 250 y 300 gr. de peso, alimentadas con
una dieta estdndar suministrada por Panlab (Barcelona, Espafia) y agua "ad libitum", y
sometidas a un control automdtico de los ciclos de luz-obscuridad (12 horas de luz, de 8-
20 horas y 12 horas de obscuridad) y de temperatura (22 £+ 2° C).

Todos los animales recibieron cuidados humanos y se siguieron siempre,
estrictamente, las normas éticas en investigacién con animales, dictadas por La Comunidad

Europea.

DISENO EXPERIMENTAL
1- Grupos Experimentales

Tras haber mantenido a las ratas una noche en ayuno, a todas se les administré
lipopolisacdrido (LPS) de Escherichia Coli 055:B5 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO)
(a una dosis de 10mg/kg de peso) por via intraperitoneal. Tras 30 min. (10 ratas/grupo)
6 120 min. (10 ratas/grupo) de la administracién del lipopolisacdrido, las ratas se
dividieron de manera aleatoria en tres grupos a los que se les administrd, también por via
intraperitoneal, colina tritiada (20 pCi de [methyl-*H] colina), como marcador de la
sintesis de fosfatidilcolina (PC), junto con uno de los siguientes compuestos:
1)-  Suero salino (5 ml/kg) ....ccoovennnns [Grupo LPS]
2)-  Somatostatina (200 pg/kg; 5 ml/kg..[Grupo Somatostatina]

3)- Pentoxifilina (45 mg/kg; 5 ml/kg). [Grupo Pentoxifilina]
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2- Grupo control

Las ratas que fueron asignadas a este grupo se manipularon exactamente igual que

las asignadas a los grupos experimentales, administrindoles suero salino en lugar de las

sustancias mencionadas anteriormente.

A las dos horas de la administracién del tratamiento, las ratas se anestesiaron y a

continuacioén, los estémagos fueron extraidos, lavados y guardados congelados hasta el

momento de la determinacién de los siguientes parametros:

3

Fosfatidilcolina (PC) y dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) en mucosa géstrica.
Contenido de metabolitos del 4cido araquiddnico prostaglandina E,(PGE,),
prostaciclina I, (PGIL,), tromboxano B,(TXB,) y leucotrieno B, (LTB,) en la mucosa
géstrica. |

Contenido de malondialdehido (MDA) en la mucosa gdstrica, como indice de
peroxidacién lipidica.

Actividad mieloperoxidasa (MPO) en mucosa géstrica, como indice de infiltracién
leucocitaria

Guanosilmonofosfatociclico (¢GMP) en la mucosa géstrica.

Actividad de Nitrato Sintasa en la mucosa géstrica.

Contenido de NO,” + NO; en el lavado gastrico y en el plasma, como indice de
fa produccién de 6xido nitrico (NO).

Contenido de mondxido de carbono (CO) en el lavado gédstrico y en el plasma.
Actividad de la Fosfolipasa A, en el tejido géstrico.

Produccién de Somatostatina en el estémago.

Concentracién de protefnas en la muestra de mucosa géstrica y en el liquido de

lavado, para referir las anteriores determinaciones a éstas.
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OBTENCION DE MUESTRAS

Las ratas fueron anestesiadas, a las dos horas de administrar la colina tritiada (150
6 240 min. después de la administracion de LPS), con ketamina (10 mg/kg; 2 ml/kg)
inyectadas intraperitonealmente.
1- Obtencion de lavado gdstrico

Tras realizar la laparotomia, se disecé el estémago y posteriormente se ligé su
salida a nivel del pfloro. Tras seccionar la unién eséfago-gdstrica, se introdujo a través de
ella un catéter de teflon del calibre 14 conectado a jeringa y asf se realizé el lavado de la
cavidad gastrica con 2 ml. de solucidén de NaCl al 0.9% (4°C). El liquido, gue fue
recuperado con la misma jeringa, se congelé a -80°C hasta la determinacién de su

contenido en NO,” + NO;, CO y proteinas.

2- Obtencion de mucosa gdstrica

Tras extirpar por completo el estémago, se abrid longitudinalmente a través de su
curvatura menor y se realizé un raspado, con una cureta, de la mucosa géstrica, que se
dividid en varios tubos y se almacend congelada (-80°C) hasta el momento de la

determinacion de los distintos pardmetros investigados.

DETERMINACION DE PC Y DPPC

Para la extraccién de fosfatidilcolina, una muestra de mucosa se homogeneizé en
cloroformo/metanol (2:1) a una dilucién final 1/17. A continuacion, la mezcla se equilibré
a temperatura ambiente durante una hora y se filtré a un tubo de cristal con tapdn

esmerilado. El extracto crudo, se mezcld con 0.2 veces su volumen de solucién de Folch,
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y las dos fases de 1a mezcla se separaron por centrifugacién. Tras aspirar la fase superior,
se realizan tres lavados con UPS (50% del volumen original), centrifugando tras cada
lavado y descartando la fase superior. Finalmente, la fase inferior y el remanente de la
superior se convierten en una fase por adicion de metanol, y la solucién resultante se
evaporé a vacio. El extracto seco se redisolvié, de nuevo con cloroformo/metanol, y se
trasvasé a un vial de centelleo para la determinacién de su radioactividad en un contador
de centelleo liquido. Los resultados se expresan como cpm/mg proteina.

Para separar la forma disaturada de la PC (DPPC), se hizo reaccionar la fracciéon completa
de PC con tetréxido de osmio en tetraclorure de carbono, y las especies disaturadas de PC
se separardn de las insaturadas por cromatografia en capa fina en placas de silica gel
impregnadas de 4cido borico, utilizando una mezcla de cloroformo/metanol/hidrocloruro
de amonio/H,O (75:25:1:2 v/v) (244). Como control, se aplicaron directamente a la placa,
diferentes cantidades de una solucién estindar de DPPC. Para calcular la recuperacién de
especies disaturadas de la muestra, se repitié6 el procedimiento con muestras de PC

saturada radioactiva. La recuperacién fue del 79,5 + 6,2 % (n=6).

OXIDO NITRICO

Se determind como contenido de nitrito (NO,). Para ello, las muestras se
desproteinizaron por adicion de dcido sulfosalicilico e incubadas 30 minutos a 4°C. Tras
centrifugacidn durante 20 minutos (12000 x g), se separé el sobrenadante y se incub6 en
presencia de nitrato reductasa para la reduccién de NO, a NO,(245) A continuacidn, se
afadié reactive de Griess a todas las muestras y se midi6 su absorbancia a 546 nm (246),

utilizando una solucién de NaNQO, como estdndar.
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ACTIVIDAD DE NITRATO SINTASA

Se determiné como la conversién de C-Arginina en citrulina (247). Brevemente,
muestras de tejido se homogeneizaron en un buffer conteniendo 102 mol/L Hepes, 0.32
mol/L. sacarosa, 10 mol/L EDTA, 10 mol/L dithiothreitol, 10 ug/ml leupeptina, 2 pg/ml
aprotinina y 1 mg/ml phenylmethanesulfonilfluoride. A continuacién, las muestras se
centrifugaron a 100.000 x g, a 4°C, durante 20 minutos y una alicuota del sobrenadante
se incubé en presencia del precursor radiocactivo 30 minutos a 37°C y tras purificacién por
intercambio i6nico en una columna de resina Dowes AG 8, se midié la radioactividad en

un contador de centelleo liquido.

NITROSOTIOLES
Se determiné por el método de Saville (248). Este método se basa en la unién del
catién Hg** al S formando un complejo susceptible al ataque nucleofilico por las moléculas

de H,0:

+ Hg?* &N - S*- Hg"

o—uw

H-0~N-=-5*Hgt - H-0"-N+ S - Hg"

pa o
=
=
o

i

H* + HONO




PEROXIDACION DE LIPIDOS

Se determiné como la produccién de malondialdehido (MDA) mediante la reaccién
del 4cido tiobarbitidrico (TBA) (249,250). Para ello, la muestra se homogeneizd en tampdén
fosfato salino (PBS). La suspension resultante se centrifugé (3000 x g, 10 min.) y se tomé
una alicuota del sobrenadante que, tras ser desproteinizada, se dejo reaccionar durante 12
horas con una solucién conteniendo: dcido clorhidrico (0.25 mol/L), dcido tricloroacético
(15%), 4cido tiobarbitirico (3 mmol/L) y 2-tetrabutiril-4-metilfenol (0.1 %). Tras 12 horas
de reaccién se midié su absorbancia a 533 nm., utilizando como estdndar 1-1-3-3-

tetraetoxipropano.

GUANOSIL MONOFOSFATO CICLICO (GMPc¢)

Se midi6 mediante radioinmunoensayos especificos (RIA Kit NEN) (251).
Brevemente, tras adicién de isomethyl buthyl xantina (inhibidor de la fosfodiesterasa) el
tejido se homogeneizé manualmente en un homogeneizador de cristal y a continuacién se
sonicé con un disruptor de ultrasonidos. Las proteinas se precipitaron y el nucledtido
ciclico se extrajo con etanol (80% v/v). Tras centrifugacion, el sobrenadante se separd en
dos alicuotas que se transfirieron a tubos de RIA y se evaporaron a 37°C. Los residuos
se reconstruyeron con buffer de radioinmunoensayo y se determinaron por RIA siguiendo
las instrucciones especificas de cada Kit. La recuperacién de [°H] GMPc fue de 97,6 +

2,1% (n=F6).
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CONTENIDO DE MIELOPEROXIDASA

Se determiné por el método de Bradley (252) modificado. Para ello, una muestra
de mucosa géstrica se homogeneizé en tampén fosfato (pH 6.0) y se centrifugd a 20.000
x g durante 15 minutos. El sobrenadante fue descartado y el precipitado resuspendido en
tampén fosfato con bromuro de hexadeciltrimetilamonio para eliminar la posible actividad
de pseudoperoxidasa y solubilizar la mieloperoxidasa (MPQO) unida a membrana. Esta
suspension se sonic6é durante 20 segundos, y se congeld y descongel$ tres veces. Una
alicuota del sobrenadante final se mezclé con tampén fosfato, conteniendo dihidrocloruro

de O-dianisidina y perdxido de hidrégeno, y se determiné su absorbancia a 460 nm,

DERIVADOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO

Se midieron mediante radioinmunoensayos especificos (RIA Kit Amersham). Tras
extraccion especifica, todas las muestras se procesaron inmediatamente después de su
obtencién. Dada su inestabilidad, la PGI, se determiné como concentracién de su

metabolito estable la 6-ceto-PGFla. La PGE,, se convirtid en su derivado metil oximato.

PROTEINAS

Se realizé mediante un método colorimétrico descrito por Bradford (253). El
fundamento de este método es la unidén del Azul Brillante de Coomassie a las proteinas.
Esta unién produce un desplazamiento de la absorcidn médxima del colorante de 465 a 595
nm. Se monitoriza la absorbancia de las muestras a esta gltima longitud de onda frente a
una curva patrén conocida. El complejo proteina colorante tiene un alto coeficiente de

extincidn, lo que proporciona una gran sensibilidad en la medida de la proteina.
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PRODUCCION DE CO

Para cuantificar la cantidad de CO formado, se afiadié hemoglobina (Hb), que fija
el CO, y se estimd la cantidad de carboxihemoglobina (COHb) (192). Para ello, se afiadié
Hb a la muestra y se esperé 1 minuto con el fin de asegurar la mdxima unién de CO. A
continuacién, las muestras se diluyeron con tampén fosfato conteniendo ditionito sédico,
se dejaron reaccionar 10 minutos a temperatura ambiente y se leyd su absorbancia a 421

y 432 nm., utilizando como blanco una muestra conteniendo sélo tampén.

DETERMINACON DE FOSFOLIPASA A, (PLA,)

La actividad de PLA,, se midié como liberacién de *H-araquidénico utlizando una
suspensién de Escherichia coli marcada con *H-araquidonato como sustrato (254). Tras
homogeneizacién del tejido en buffer fosfato salino (PBS) conteniendo 0.1 mmol/l de
phenylmethylsulfonylfluoride, alicuotas (200 ul) de las muestras se incubaron a 37° C
durante 1 hora en un buffer conteniendo 0.1% Tritén x-100, 40 mmol Trizma base, 0.65
mmol/L. 4cido deoxicdlico, 2 mmol/L CaCl, y 0.25 pci de la suspensién de E. Coli
marcada, pH 7.5. La reaccién se detuvo por adicion de 2 m! de 2-propanol/n-heptano/1
mol/L H,S0, (40:10:1). A continuacidn, se afadieron 2 ml de n-heptano y 3 ml de agua
destilada para la formacién de dos fases, y se determiné la radioactividad de la fase
superior en un contador de centelieo liquido.

La actividad de PLA,, se expresa como Ul/mg proteina. Una unidad equivale al 1% de

las cuentas totales.
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RADIOIODACION Y DETERMINACION HORMONAL DE SOMATOSTATINA
Las medidas hormonales de somatostatina se determinaron utilizando un método

radioinmunolégico descrito por Yalow y Berson (255-257). Su fundamento se basa en una

reaccion de competicion entre un antigeno marcado radioactivamente (hormona "caliente™)

2N

y un antigeno no marcado (hormona "fria" contenida en la muestra) para unirse con una

cantidad fija de anticuerpo especifico para ellos.

RADIOINMUNOENSAYO DE SOMATOSTATINA.

El tampén usado para el RIA de somatostatina tuvo la siguiente composicidn:
Na,HPO, 0.04 mol/l, NaCl 0.14mol/l y EDTA 0.025 mol/i, albimina bovina 0.25%,
pH=7.4
En tubos de 4 ml se pipetearon 100 pl de anticuerpo especifico para somatostatina diluido,
500 u1 de somatostatina marcada con Na**1, 100 ul de muestra o bien de las soluciones
estindar de somatostatina y se incubaron a 4° durante 48 horas.

La separacién de la somatostatina libre de la ligada al anticuerpo se hizo afiadiendo
1 mi de una suspensién de carbdn-dextrano (0.25% carbdn y 0.025% dextrano) en tampén
fosfato, que contiene 0.9% NaCl, a todos los tubos excepto a los que sélo contuvieron la
actividad total. Finalmente, se midié la radioactividad de] precipitado en un contador de
particulas gamma.

La sensibilidad del radioinmunoensayo fue de 0.03202 pg/tubo y la zona del minimo error
correspondié al rango de concentraciones comprendido entre 16 y 80 pg/tubo.
En todas las determinaciones hemos utilizado un anticuerpo especifico propio (258) a una

dilucién final 1/56000.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se emplearon test estadisticos no paramétricos. Los resultados se expresaron como
media + SEM. Para las comparaciones entre los grupos se empleo el test de Kruskal-
Wallis de andlisis de varianza (ANOVA) por rangos, seguido, en caso de dar
significacién, del test de Mann-Whitney para muestras independientes, con el fin de
identificar el origen de las diferencias. Se han considerado significativas y muy
significativas unas confianzas iguales o superiores al 95% (p<0.05) y 99% (p<0.01),

respectivamente.
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RESULTADOS



FOSFATIDILCOLINA

Para estudiar el efecto del LPS bacteriano sobre la sintesis de fosfatidilcona (PC),
por las células de la mucosa géstrica, se determing la incorporacién de la colina marcada
([Metil-*H]colina) en la PC extraida del tejido gdstrico.

Como se observa en la figura 5, la administracién de LPS indujo una disminucién
significativa de la incorporacién de colina marcada a PC, respecto al grupo control, tanto
a los 150 minutos (613.300 £ 60.663 vs 1225.50 4+ 110.541 cpm/mg proteina, p<0.01;
n=10) como a los 240 minutos (498.778 + 19.976 vs 1134.33 + 119.778 cpm/mg
proteina, p<0.01; n=9) del tratamiento (Fig. 5; Tabla VIII)

Cuando se administré PTXF o SS a los 30 minutos del LPS estos efectos fueron
bloqueados. Ambas substancias, PTXF y S§, indujeron un aumento de la incorporacion
de colina marcada a PC (986.00 + 148.507 vs 613.300 + 60.663 cpm/mg proteina,
p<0.01; n=10. 1179.80 £ 204.758 vs 613.300 x 60.663 cpm/mg proteina, p<0.01;
n=10, con PTXF y SS respectivamente). (Fig. 5; Tabla VIII)

E! tratamiento con PTXF o SS a los 120 minutos de la administracién del LPS
también bloqued el efecto de éste sobre la incorporacién de colina marcada a PC de la
mucosa gdstrica (1054.00 £+ 158.032 vs 498.778 + 19.976 cpm/mg proteina, p<0.01;
n=9. 1075.22 + 184.838 vs 498.778 + 19.976 cpm/mg protefna, p<0.01; n=9, con

PTXF y SS respectivamente). (Fig. 5; Tabla VIII)
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FOSFATIDILCOLINA (cpm/mg proteina)

GRUPOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS
Control 1225.50 * 110.541 1134.33 % 119.778
LPS 613.30 + 60.663 * | 498.77 * 19,976 *
LPS + PTXF 986.00 * 148.507 1054.00 * 158.032

_
LPS + S8S 1179.80 * 204.758 1075.22 + 184.838

Tabla VIII. Contenido de fosfatidilcolina (PC) en la mucosa géstrica. Efecto del LPS y
del tratamiento a los 30 y 120 minutos, con PTXF y SS.

*p < 0.01 vs. resto
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Fig 5. Contenido de fosfatidilcolina (PC) en la mucosa gdstrica, medida como incorporacidn
de colina marcada. Efecto del lipopolisacdrido (LPS) y del tratamiento tanto precoz
como tardio con pentoxifilina (PTXF) o somatostatina (55).



DIPALMITOILFOSFATIDILCOLINA

Dado que la fraccidn de PC de la barrera mucosa gdstrica es rica en su forma
saturada dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), decidimos estudiar a continuacién si los
cambios en el marcaje de PC reflejaban cambios en el marcaje de la forma saturada.

Como se observa en la figura, el LPS disminuyé la sintesis de DPPC por las
células mucosas frente al grupo control a los 150 minutos (437.00 + 46.358 vs 925.50
+ 85.531 ¢cpm/mg proteina, p<0.01; n=10) y a los 240 minutos (366.00 + 16.151 vs
871.667 + 88.362 cpm/mg proteina, p<0.01; n=9). (Fig. 6; Tabla IX).

Este efecto fue bloqueado totalmente por PTXF en ambos grupos de tratamiento,
precoz y tardio (760.00 + 109.319 vs 437.00 + 46.358 cpm/mg proteina, p<0.01;
n=10. 796.44 + 102.892 vs 366.00 £ 16.151 cpm/mg proteina, p<0.01; n=9, tras 30
o 120 minutos de la administracién de! LPS) sin encontrar diferencias significativas
respecto al grupo control. (Fig. 6; Tabla IX)

El tratamiento con SS produjo un efecto parecido al de PTXF tanto a los 150 como
a los 240 minutos (880.50 + 139.092 vs 437.00 + 46.358 cpm/mg proteina, p<0.01;
n=10. 827.889 + 134.792 vs 366.00 + 16.151 cpm/mg proteina, p<0.01; n=9,

tratamiento precoz y tardfo respectivamente). (Fig.6; Tabla IX)
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DIPALMITOILFOSFATIDILCOLINA (cpm/mg proteina)

GRUPOQOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS
Control 925.500 * 85.531 * r871.66'7' * 88,362 *
LPS 437.000 * 46.358 366.000 * 16.151
LPS + PTXF 760.000 * 109,319 796.444 % 102.892
LPS + S8S 880.500 * 139.092 827.889 * 134.792

_|

Tabla IX. Contenido de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) en la mucosa géstrica. Efecto
de LPS y del tratamiento, precoz y tardio, con PTXF y SS respectivamente.

*p < 0.01 vs. resto
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Fig 6. Contenido de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) en mucosa pdstrica. Efecto del
lipopolisacdrido (LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con pentoxifilina
(PTXF) o somatostatina (55).



INFILTRACION LEUCOCITARIA

Para determinar el grado de infiltracién leucocitaria, se midid el contenido de
mieloperoxidasa (MPO) en el tejido gdstrico.

La inyeccién intraperitoneal de LPS provocd un aumento significativo de MPQ,
tanto a los 150 minutos (1.253 &+ 0.174 vs 0.462 £ 0.112 pUl/ug proteina, p<0.01;
n=10) como a los 240 minutos (0.991 + 0.119 vs 0.348 + 0.124 uUVpug protefna,
p<0.01; n=9). La administracién de PTXF, no modoficé significativamente la actividad
mieloperoxidasa respecio al grupo LPS, ain cuando los valores obtenidos fueron
inferiores. Por el contrario, la administracién de SS, tanto 30 como 120 minutos después
del LPS, produjo un descenso significativo de la actividad mieloperoxidasa en el tejido
géstrico respecto al grupo LPS (0.572 + 0.122 vs 1.253 + 0.174 pUl/pg proteina,
p<0.01; n=10. 0.526 + 0.107 vs 0.991 £ 0.119 uUl/ug proteina, p<0.01; n=9, a los

150 y 240 minutos respectivamente). {Fig. 7; Tabla X)

MIELOPEROXIDASA (uUI/ug proteina)

GRUPOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS
Control 0.4620 * 0.11265 0.3488 % 0.12459
LPS 1.2530 + 0.17434 * | 0.9911 & 0.11912 *-A
LPS + PTXF 0.8360 * 0.18430 1 0.6666 * 0.11935
LPS + SS 0.5720 * 0.12208 0.5266 *+ 0.10737

Tabla X. Actividad mieloperoxidasa (MPO) en la mucosa géstrica. Efecto del LPS y del
tratamiento con PTXF y SS tras 30 6 120 min. de la inyecci6n de LPS.
*p < 0.01 vs, control y vs. LPS + SS
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Fig 7. Actividad de mieloperoxidasa (MPO) en la mucosa gidstrica. Efecto del
lipopolisacdrido (LPS) y del tratamiento, a los 30 y 120 minutos, con pentoxifilina
(PTXF) o somatostatina (SS) respectivamente.



Se sabe que la mucosa géstrica libera una serie de mediadores capaces de proteger
o agravar la agresion tisular, entre ellos estdn los metabolitos del dcido araquiddnico que
se consideran implicados en la patogenia del ulcus de estrés.

A la prostaglandina E, (PGE2) sc le ha atribuido una funcién citoprotectora de la
mucosa gastrica; por otra parte, la PGI, y el TXB,, derivados también de la via
ciclooxigenasa, tienen papeles antagénicos. El tromboxano B, es el metabolito estable del
TXA,, tiene una accién vasoconstrictora y estimula la agregacion plaquetaria. Por el
contrario, la prostaglandina I, ejerce una accién vasodilatadora e inhibidora de la

agregacion plaquetaria.

PROSTAGLANDINA E,
Ni la inyeccién intraperitoneal de LPS, ni la administracién de PTXF o SS,

modificaron significativamente 1a concentracién de PGE, en la mucosa gdstrica. (Fig. 8;

Tabla XI).
PROSTAGLANDINA E, (ng/mg proteina)
GRUPOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS
§ Control 5.4720 £ 0.61759 5.4277 * 0,52408
LPS 4.8140 % 0.37437 4.0866 * 0.48123
LPS + PTXF 6.6970 £ 0.48239 5.4522 = 0,75590
LPS + S5 5.4140 * 0.39142 5.1766 = 0.84032

Tabla XI. Contenido de prostaglandina E2 (PGE2) en la mucosa géstrica. Efecto del
tratamiento con PTXF y SS tras 30 y 120 min de la inyeccién de LPS.
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Fig 8. Contenido en prostaglandina E; (PGE;) en la mucosa gdsirica. Efecto del
hpthﬂiﬂﬂ{l?ﬁ]ydn]mmmmmmpmmﬂﬁhMMnmmﬁm
(55) a los 30 y 120 minutos respectivamente.



PROSTAGLANDINA L,

La inyeccidn intraperitoneal de LPS indujo un descenso significativo de la
produccién tisular gdstrica de PGI2, tanto a los 150 minutos (0.408 1+ 0.030 vs 0.957 +
0.054 ng/mg protefna, p<0.01; n=10) como a los 240 minutos (0.438 + 0.049 vs 0.963
+ 0.119 ng/mg proteina, p<0.01; n=9). Este efecto fue bloqueado parcialmente, por
PTXF, a los 150 minutos (0.790 + 0.033 vs 0.408 £+ 0.030 ng/mg proteina, p<0.01;
n=10) y totalmente a los 240 minutos (0.786 + 0.063 vs 0.438 + 0.049 ng/mg proteina,
p<0.01; n=9).
El tratamiento con SS, tanto 30 (0,716 + 0.019 vs 0.408 + 0.030 ng/mg proteina,
p<0.01; n=10), como 120 min. (0.704 £ 0.025 vs 0.438 £ 0.049 ng/mg proteina,
p<0.05; n=9), tras la administracién del LPS revirtieron su efecto aunque no se

alcanzaron los niveles del grupo control. (Fig. 9; Tabla XII).
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PROSTAGLANDINA I, (ng/mg proteina)

GRUPOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS
Control 0.9570 £ 0.05479 * 0.9633 * 0.11948
LPS 0.4080 + 0,03018 * | 0.4388 * 0.0492 **
LPS + PTXF 0.7900 + 0.03320 0.7866 * 0.06316
*k¥
LPS + S8 0.7160 * 0.01968 0.7044 * 0.02577

Tabla XII. Contenido de prostaglandina 12 (PGI2) en la mucosa gastrica. Efecto del LPS
y del tratamiento con PTXF o SS 2 los 30 min o 120 minutos de la inyeccidn del LPS.

*p < 0.01 vs. resto

** p < 0.01 vs. control y LPS + PTXF
*** p < 0.05 vs. control y LPS
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Fig 9. Contenido de prostaglandina I, (PGIL,) en la mucosa gdstrica. Efecto del
lipopolisacdrido (LPS) y del tratamiento con pentoxifilina (PTXF) o somatostatina
(58), precoz y tardio, respectivamente,



TROMBOXANO B,

Como se ve en la figura 10, el LPS indujo un aumento significativo de la
produccidn tisular de TXB2 respecto al grupo control, tanto a los 150 (0.769 £ 0.049 vs
0.416 £ 0.019 ng/mg proteina, p<0.01; n=10) como a los 240 minutos (0.946 + 0.056
vs 0.467 + 0.039 ng/mg proteina, p<0.01; n=9). El tratamiento con PTXF redujo,
significativamente, los efectos del LPS {0.580 1 0.031 vs 0.769 £ 0.049 ng/mg proteina,
p<0.01; n=10. 0.580 £ 0.055 vs 0.946 £+ 0.056 ng/mg proteina, p<0.01; n=9, con
tratamiento precoz y tardio respectivamente), aunque el bloqueo observado a los 30
minutos de la inyeccién del LPS fue parcial, encontrando unos valores de TXB2
estadisticamente superiores a los del grupo control (0.580 + 0.031 vs 0.416 + 0.019
ng/mg proteina, p<0.01; n=10) (Fig. 10; Tabla XIII).

También el tratamiento con SS revirti6 totalmente el efecto del LPS tanto a los 150
(0.376 £ 0.015 vs 0.769 + 0.049 ng/mg proteina, p<0.01; n=10) como a los 240
minutos (0.402 £+ 0.012 vs 0.946 + 0.056 ng/mg proteina, p<0.01; n=9), siendo este
efecto mejor que el observado con PTXF, existiendo diferencias significativas entre ambas
substancias tanto a los 150 como a los 240 minutos (0.376 + 0.015 vs 0.580 + 0.031
ng/mg proteina, p<0.01; 0.402 £ 0.012 vs 0.580 £ 0.055 ng/mg proteina, p<0.05, con

tratamiento precoz y tardio respectivamente),
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TROMBOXANO B2 (ng/mg proteina)

GRUPOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS

Control 0.4160 * ©.01990 0.4677 * 0.03936
LPS 0.7690 £ 0.04954 0.9466 * 0.05610 *
LPS + PTXF 0.5800 £ 0.03183 0.5800 * 0.05590
LPS + 8§ 0.3760 £ 0.01529 0.4022 * 0.0124 *=*

Tabla XIIL. Contenido de tromboxano B2 (TXB2) en la mucosa géstrica. Efecto de PTXF
y SS tras 30 min. o 120 min. de la inyeccién intraperitoneal de LPS.

*p < (.01 vs. resto
**p < 0.05 vs. LPS + PTXF
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Fig 10. Contenido de tromboxano B, (TXB,) en mucosa gdstrica. Efecto del lipopelisacdrido

(LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con pentoxifilina (PTXF) y
somatostatina (58).



LEUCOTRIENO B,

El 4cido araquiddnico puede ser metabolizado por vias alternativas a la de la
ciclooxigenasa, incluyendo la via de la lipooxigenasa. Dada la importancia atribuida de los
leucotrienos en la patogenia del ulcus de estrés, consistente en favorecer el daiio sobre la
mucosa gdstrica (quizds estimulando la produccién de RLO y facilitando la actividad
quimiotéctica y de adhesion de los neutréfilos), hemos estudiado si el LPS modificaba los
niveles de LTB, en la mucosa géstrica.

La inyeccion intraperitoneal de LPS indujo un aumento significativo de LTB4
respecto a los grupos control, tanto a los 150 (124.609 £+ 12.404 vs 58.406 + 4.179
pg/mg proteina, p<0.01; n=10), como a los 240 minutos (156.854 + 8.909 vs 70.302
+ 5.086 pg/mg proteina, p<0.01; n=9). El tratamiento, precoz o tardio, tanto con PTXF
(60.301 + 3.546 vs 124.609 + 12.404 pg/mg proteina, p<0.01; n=10. 61.454 + 2.372
vs 156.854 + 8.909 pg/mg proteina, p<0.0l; n=9, a los 150 y 240 minutos
respectivamente) como con SS (61.092 + 6.635 vs 124.609 + 12.404 pg/mg proteina,
p<0.01; n=10. 61.432 & 3.614 vs 156.854 1+ 8.909 pg/mg proteina, p<0.01; n=9,

tratamiento precozo tardio respectivamente) revirtié totalmente el efecto observado con

LPS. (Fig. 11; Tabla XIV)
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LEUCOTRIENO B4 (pg/mg proteina)

GRUPOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS
Control 58.406 * 4.179 70.302 = 5.086
LPS 124.609 £ 12.404 * 156.854 = 8.909 *
LPS + PTXF 60.301 + 3.546 61.454 £ 2.372
LPS + SS 61.092 £ 6.635 61.432 * 3.614

Tabla XIV. Contenido de leucotrieno B4 (LTB4) en la mucosa gdstrica a los 150 min. y
240 min. de la administracién de LPS. Efecto del tratamiento precoz y tardio con PTXF
y SS.

*p < 0.01 vs. resto
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Fig 11. Contenido de leucotrieno B, (LTB,) en mucosa gdstrica. Efecto del lipopolisacdrido

(LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con pentoxifilina (PTXF) y
somatostatina (S5).



FOSFOLIPASA A,

Se sabe que la fosfolipasa A, (PLA,) ejerce un papel importante como mediadora
de los fendmenos inflamatorios durante la sepsis. Ademds, el LPS bacteriano activa la
PLA, de las membranas celulares y asi se produce la hidrélisis de fosfolipidos que es un
paso limitante en la liberacién del dcido araquiddnico. Por esto, hemos determinado la
actividad de este enzima en la mucosa géstrica.

Tras la administracién de LPS, se observd un aumento significativo de actividad
PLA, respecto al grupo control tanto a los 150 como a los 240 minutos (0.850 + 0.092
vs 0.285 + 0.083 Ul/mg protefna, p<0.01; n=5. 0.900 + 0.095 vs 0.342 + 0.024
Ul/mg proteina, p<0.01; n=5, a los 150 min. y 240 minutos respectivamente).

La administracién de PTXF indujo una disminucién significativa de la actividad de
este enzima en la mucosa gastrica, tanto 30 min. después de LPS (0.55 £ 0.020 vs 0.850
+ 0.092 Ul/mg proteina, p<0.01; n=5) como 120 minutos tras LPS (0.520 + 0.025 vs
0.900 + 0.095 Ul/mg proteina, p<0.01; n=5) aunque el blogueo con esta substancia fue
parcial, obteniendo una actividad del enzima significativamente mayor que en el grupo
control, (0.550 + 0.020 vs 0.285 + 0.083 Ul/mg proteina, p<<0.05; n=5. 0.520 +
0.025 vs 0.342 £+ 0.024 Ul/mg proteina, p<0.05; n=5, tratamiento precoz y tardio
respectivamente) (Fig. 12; Tabla XV). El tratamiento con 8§, tanto 30 min. como 120
minutos después de la administraciéon de LPS, revirtié este efecto totalmente (0.360 +
0.093 vs 0.850 + 0.092 Ul/mg proteina, p<0.01; n=5. 0.402 + 0.036 vs 0.900 +
0.095 Ul/mg proteina, p<0.01; n=35, tratamiento precoz y tardio respectivamente) (Fig.

12; Tabla XV)
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FOSFOLIPASA A2 (UI/mg proteina)

GRUPOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS
Ceontrol 0.2850 * 0.0834 0.3425 = 0.0245
LPS 0.8500 * 0.0927 * 6.9000 * G.0958 *
_|
LPS + PTXF 0.5500 £ 0.0201 #*=* 0.5200 £ 0.0258 =*=*
LPS + SS 0.3600 * 0.0939 0.4025 * 0.03695

Tabla XV. Actividad de la fosfoslipasa A2 (PLA2) en la mucosa gdstrica tras la

administracién de LPS y del tratamiento a los 30 min. y 120 min con PTXF y SS.

*p < 0.01 vs. resto
** p < 0.05 vs. control
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Fig 12. Actividad fosfolipasa A, (PLA,) en mucosa gdstrica. Efecto del lipopolisacdrido
(LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con pentoxifilina (PTXF) y
somatostatina (SS).



MALONDIALDEHIDO

Determinamos la produccién de malondialdehido (MDA) en la mucosa gdstrica
como indice de peroxidacién lipidica, accion atribuida a los radicales libres de oxigeno,
preducidos por leucocitos polimorfonucleares.

El LPS indujo un aumento significativo de la produccién de MDA respecto al
grupo control, tanto a los 150 minutos (11.565 + 0.997 vs 4.884 + 0.533 pmol/mg
proteina, p<0.01; n=10) como a los 240 minutos (11,508 + 0.653 vs §.132 + 0.534
pmol/mg proteina, p<0.01; n=9).

El tratamiento con PTXF y S8, tras 30 minutos de la administracién de LPS,
bloqued totalmente el efecto de LPS (6.216 + 0.579 vs 11.565 £ 0.997 pmol/mg
proteina, p<0.01; 5.467 £ 0.348 vs 11.565 £+ 0.997 pmol/mg proteina, p<0.01,
tratamiento precoz con PTXF y SS respectivamente). Sin embargo, la administracién
tardia de PTXF o SS revirtid el efecto del LPS sélo parciaimente (7.047 + 0.252 vs
11.508 + 0.653 pmol/mg proteina, p<0.01; n=9. 6.955 £+ 0.439 vs 11.508 + 0.653
pmol/mg proteina, p<0.01; n=9, tratamiento tardio con PTXF y SS respectivamente),
encontrando valores significativamente superiores a los controles, con ambas substancias
(7.047 £ 0.252 vs 5.132 + 0.534 pmol/mg proteina, p<0.01; n=9. 6.955 + 0.439 vs
5.132 £ 0.534 pmol/mg proteina, p<0.05; n=9, tratamiento tardio con PTXF y 8§

respectivamente). (Fig. 13; Tabla XVI).
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MALONDIALDEHIDO (pmol/mg proteina)

GRUPOS 30 MINUTOS (n=10) 120 MINUTOS (n=9)
control 4.8840 * 0.5331 5.1322 * 0.5343
LPS 11.5650 * 0.9970 * | 11.5089 * 0.6531 *
LPS + PTXF 6.2160 + 0.5793 7.0477 * 0.2527 **
* % %
LPS + SS 5.4670 * 0.3483 6.9555 + 0.4396

Tabla XVI. Determinacién de malondialdehido (MDA) en la mucosa gdstrica tras la

inyeccién intraperitoneal de LPS y después del tratamiento, precoz y tardio con PTXF y
SS.

*p < 0.01 vs. resto
** p < 0.01 vs. control
**x p < 0.05 vs. control
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Fig 13. Contenido de malondialdehido (MDA) en mucosa gistrica. Efecto del
lipopolisacdrido (LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con pentoxifilina
(PTXF) y somatostatina (55).



OXIDO NITRICO

Se determiné la concentracién de 6xido nitrico (NO) tanto en el liguido del lavado
gdstrico como en el plasma.

En el liquido del lavado géstrico, el LPS aumentd significativamente los niveles de
NO tanto a los 150 minutos (5.112 + 0.263 vs 1.168 + 0.301 nmol/ml lavado, p<0.01;
n=>35) como a los 240 minutos (6.13 + 0.794 vs 2.064 + 0.139 nmo!/ml lavado, p<0.01;
n=>5) respecto a los controles. (Fig. 14; Tabla XVII)

El tratamiento con PTXF a los 30 minutos de la administracién de LPS bioqued
totalmente este efecto (2.152 + 0.247 vs 5.112 + 0.263 nmol/ml lavado, p<(.01), pero
la inyeccién de PTXF 120 minutos después del LPS bloqued sélo parcialmente su efecto
(4.278 £ 0.741 vs 6.134 £ 0.794 nmol/ml lavado, p<0.05; n=5) (Fig 14; Tabla XVII).
Sin embargo, 1a administracién de SS tuvo un efecto bloqueante parcial como tratamiento
precoz (2.428 + 0.412 vs 5.112 + 0.263 nmol/ml lavado, p<0.01; n=5) y obtuvo un
efecto de blogueo total administrada como tratamiento tardio, 120 minutos tras LPS (3.420
+ 0.404 vs 6.134 £ 0.794 nmol/ml lavado, p<0.01; n=35) (Fig. 14; Tabla XVII).

Por otra parte, la administracién de LPS no indujo unas diferencias significativas
en los niveles de NO plasmidtico a los 150 minutos y tampoco con el tratamiento, con
PTXF o SS, se registraron alteraciones en dichos niveles. Sin embargo, a los 240 minutos
si obtuvimos un aumento significativo en las concentraciones de NO plasmdticas tras la
inyeccién intraperitoneal de LPS respecto al grupo control (0.994 + 0.173 vs 0.313 &+
0.053 nmol/ml plasma, p<0.01). El tratamiento con PTXF revirtidé parcialmente este
efecto (0.570 £ 0.074 vs 0.994 + 0.173 nmol/ml plasma, p<0.05; n=5) mientras que
con SS, tras 120 minutos del LPS, el bloqueo fue total (0.370 £+ 0.048 vs 0.994 + 0.173

nmol/ml plasma, p<0.01; n=5) (Fig. 15; Tabla XVIII).
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NO (LAVADO) (nmol/ ml lavado)

GRUPOS 30 MINUTOS ({(n=5) 120 MINUTOS (n=5)
Contraol 1.1680 * 0.3011 2.0640 £ 0.1392
*kk
LPS 5.1120 * 0.2635 * 6.1340 = 0.7941
% & % %
LPS + PTXF 2.1520 * 0.2479 4.2780 * 0.7419
LPS + SS 2.4280 £ 0.4124 *+* 3.4200 * 0.4043

Tabla XVII. Concentracién de 6xido nitrico en el lavado gastrico en ratas. Efecto de la
administracién intraperitoneal de LPS y del tratamiento precoz (30 min.) y tardio (120
min.) con PTXF y SS.
*p < 0.01 vs. resto
** p < 0,05 vs. control
*** p < 0.01 vs. control y LPS + SS

p < 0.05 vs. LPS + PTXF

*xx% p < (.01 vs. control
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Fig 14. Concentracién de nitrito (NOy) + nitrato (NOy) en el liquido del lavado gdstrico.
Efecto del lipopolisacdrido (LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con
pentoxifilina (PTXF) y somatostatina (SS).



NO (PLASMA)

{(nmol/ml plasma)

GRUPQS 30 MINUTOS 120 MINUTOS
Control 0.3163 £ 0.05384 0.3133 + 0.0533
LPsS 0.2913 £ 0.04319 0.9943 + 0.1731 *

LPS + PTXF

0.2913 + 0.05465

0.5700 = 0.0749

LPS + 88

0.2643

1+

0.03937

0.3700 * 0.0486

Tabla XVIII. Concentracién de oxido nitrico plasmdtico. Efecto de LPS y tras el
tratamiento a los 30 y 120 min. con PTXF y SS.

*p < 0,01 vs. control y LPS + SS

p < 0.05 vs. LPS + PTXF
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Fig 15. Concentracién de nitrito (NO,) + nitrato (NO,) en plasma. Efecto del
lipopolisacdrido (LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con pentoxifilina

(PTXF) y somatostatina (S5).



Dado que hay autores que sugieren que una parte de las acciones biolégicas del NO
podrian estar mediadas no directamente através del NO libre siné mediante moléculas
portadoras, nitrosotioles, y ya que no vimos diferencias en los niveles plasmdticos de NOy
ni de NO,, determinamos la concentracién de nitrosotioles con el fin de descartar que
hubiese una mayor produccidn de NO que pasase desapercibida debido a encontrarse en
esta forma bioldgica. Como hemos descrito para el NO, la administracién de LPS indujo
un aumento significativo de los niveles de nitrosotioles a los 240 minutos frente al grupo
control (1.017 £+ 0.173 vs 0.383 + 0.017 nmol/m], p<0.01; n=35) no encontrando
diferencias significativas a los 150 minutos. El tratamiento con SS 120 minutos después
del LPS revirtid ese efecto (0.431 4 0.033 vs 1.017 £ 0.173 nmol/ml, p<0.05; n=5)
no observando este efecto tras el tratamiento precoz con SS. (Fig. 16; Tabla XIX)

La administracidn, tanto de PTXF como de SS, 30 minutos después del LPS no
indujo diferencias significativas en la produccidn de nitrosotioles por la mucosa gdstrica.

NOy + NO, + NITROSOTIOLES (nmol/ml plasma)

GRUPOS 30 MINUTQCS - 120 MINU;XS
Control 0.3833 * 0.01764 0.3836 = 0.0176
LPS | 0.4716 * 0.07824 1.0173 * 0.1730 *
LPS + PTXF 0.3750 % 0.02352 0.6350 * 0.0953
LPS + 85 0.3356 % 0.06339 0.4316 * 0.0335

Tabla XIX. Determinacién de nitrosotioles en la mucosa gdstrica. Efecto de LPS y del
tratamiento precoz y tardio con PTXF y SS.

* p < 0.01 vs. control

p < 0.05 vs. LPS + SS
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Fig 16. Contenido de dxido nitrico (NO) + nitrosotioles (NOSH) en mucosa gdstrica. Efecto
del lipopolisacdrido (LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con pentoxifilina
(PTXF) y somatostatina (5S).



NITRATO SINTASA

Cuando se administré LPS se produjo un aumento significativo de la actividad
nitrato sintasa total, tanto de forma precoz como tardia, respecto a los controles (0.636
+ 0.057 vs 0.286 £+ 0.055 pmol Arg/ug proteina, p<0.01; n=5. 1.708 1+ 0.321 vs
0.366 + 0.010 pmol Arg/ug proteina, p<0.01; n=35, a los 150 y 240 minutos
respectivamente). La administracién de PTXF indujo una disminucién en la actividad de
dicho enzima, observando valores similares a los control, tanto a los 150 (0.356 £+ 0.082
vs 0.636 + 0.057 pmol Arg/ug proteina, p<0.01; n=5) como a los 240 minutos (0.820
+ 0.156 vs 1,708 &+ 0.321 pmol Arg/ug proteina, p<0.01; n=35). También el tratamiento
con SS revirtid la actividad de nitrato sintasa total, tanto a los 150 (0.364 + 0.042 vs
0.636 + 0.057 pmo! Arg/ug proteina, p<0.01; n=5) como a los 240 minutos (0.670 &+

0.075 vs 1.708 £ 0.321 pmol Arg/ug proteina, p<0.01; n=5}. (Fig. 17; Tabla XX)
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NO SINTASA TOTAL (pmol Arg/ug proteina)

GRUPOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS
Control 0.2860 * 0.05510 0.3660 * 0.0103
LPS 0.6360 * 0.056776 * 1.7080 = 0.3212 *
LPS + PTXF 0.3560 + 0.08201 0.8200 = 0.1564
LPS + SS 0.3640 + 0.04297 0.6700 * 0.0752

Tabla XX. Determinacién tisular de la actividad de nitrato sintasa total tras la
administracién de LPS y con el tratamiento a los 30 y 120 min con PTXF y SS.

*p < 0.01 vs. resto
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Fig 17. Actividad nitrato sintasa total (NOS total) en mucosa gdstrica. Efecto del
lipopolisacdrido (LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con pentoxifilina
(PTXF) y somatostatina (55).



Para determinar el grado de implicacién de cada isoforma hemos estudiado por
separado las actividades de nitrato sintasa inducible (Ca?* dependiente) y constitutiva (Ca**
independiente)

Hemos observado que tras la inyeccién de LPS se produjo un incremento
significativo de la isoforma inducible, tanto a los 150 como a los 240 minutos frente a los
grupos control (0.618 £ 0.024 vs 0.166 £+ 0.018 pmol Arg/ug proteina, p<0.01; n=5.
1.418 + 0.234 vs 0.206 + 0.018 pmol Arg/ug proteina, p<0.01; n=5, tras 150 6 240
minutos respectivamente). Cuando se administré PTXF se observd una disminucidn de la
actividad nitrato sintasa inducible con ambas modalidades de tratamiento, precoz (0.258
+ 0.058 vs 0.618 + 0.024 pmol Arg/ug proteina, p<0.01; n=5) y tardio (0.600 +
0.053 vs 1.418 + 0.234 pmol Arg/ug proteina, p<0.01; n=5} (Fig. 18; Tabla XXI);
aunque con el tratamiento tardio el bloqueo fue sélo parcial, existiendo diferencias
significativas con respecto al grupo control (0.600 £+ 0.053 vs 0.206 + 0.018 pmol
Arg/ug proteina, p<0.05; n=35). (Fig. 18; Tabla XXI)

El tratamiento con SS, tanto precoz como tardio bloqued sélo parcialmente la
actividad nitrato sintasa inducible (0.298 £ 0.041 vs 0.618 + 0.024 pmol Arg/ug
proteina, p<0.01; n=5. 0.644 + 0.026 vs 1.418 + 0.234 pmol Arg/ug proteina,
p<0.01; n=35, tratamiento precoz y tardio respectivamente), existiendo, en ambos casos,
diferencias estadisticas respecto a los grupos coatrol (0.298 + 0.041 vs 0.166 + 0.018
pmol Arg/ug proteina, p<0.05; n=5. 0.644 £ 0.026 vs 0.206 + 0.018 pmol Arg/ug
proteina, p<0.05; n=35, tras 30 6 120 minutos de la inyeccién de LPS). (Fig. 18; Tabla

XXI)
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NO SINTASA INDUCIBLE (pmol Arg/ug proteina)

GRUPOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS
Control 0.1660 * 0.01887 0.2060 * 0.0186
LPS 0.6180 £ 0.02478 * 1.4180 + 0.2344 *
LPS + PTXF 0.2580 + 0.05860 0.6000 * 0.0532 %%
LPS + SS 0.2980 £ 0. 0418 ** | 0.6440 * 0.0261 *=*

Tabla XXI. Actividad de nitrato sintasa inducible tras la administracién de LPS y después
del tratamiento con PTXF y SS a los 30 y 120 min.

*p < 0.01 vs. resto

**p < 0.05 vs. control
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Fig 18. Actividad nitrato sintasa inducible (NOS inducible) en mucosa gistrica. Efecto del
lipopolisacdrido (LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con pentoxifilina
(PTXF) y somatostatina (55).



En el caso de la nitrato sintasa constitutiva, aunque present6 una tendencia a ser
mayor tras la administracién de LPS, y a normalizarse con la administracién de PTXF o

SS, en ningiin caso se observaron diferencias significativas. (Fig. 19; Tabla XXII)

NO SINTASA CONSTITUTIVA (pmol Arg/ug proteina)

GRUPOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS

Control 0.3100 + 0.05495 0.3260 + 0.04020
LPS 0.3880 + 0.06560 0.4700 + 0.03912
LPS + PTXF 0.2880 + 0.10365 0.3680 + 0.04329
LPS + SS 0.3460 + 0.08010 0.3200 + 0.08432

Tabla XXII. Actividad de nitrato sintasa constitutiva. Efecto de LPS y del tratamiento
precoz y tardio con PTXF y SS.
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Fig 19. Actividad nitrato sintasa constitutiva (NOS constitutiva) en mucosa gdstrica. Efecto
del lipopolisacdrido (LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con pentoxifilina
(PTXF) y somatostatina (53).



Cuando determinamos la actividad nitrato sintasa residual los efectos fueron

semejantes. (Fig. 20; Tabla XXIII)

NO SINTASA RESIDUAL (pmol Arg/ug proteina)

GRUPOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS
Control 0.0780 £ 0.01655 0.1160 * 0.0067
LPS 0.1740 * 0.07332 0.1820 * 0.0455
LPS + PTXF 0.0900 £ 0.01304 0.0980 % 0.0058 *
LPS + S5 0.0840 + 0.02112 0.0884 * 0.0055 *
- - e

Tabla XXIII. Determinacién de la actividad de nitrato sintasa residual en la mucosa
gdstrica tras la inyeccién de LPS y con el tratamiento a los 30 6 120 min. con PTXF y
SS.

*p < 0.05vs. LPS
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Fig 20. Actividad nitrato sintasa residual (NOS residual) en mucosa gdstrica, Efecto del
llp:pﬂhﬂdﬂdﬂﬂ?ﬁ]ydﬂmmlhimylzﬂmmmmnpmmuﬂhm
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MONOXIDO DE CARBONO

De forma semejante a lo observado en el caso del NO, tampoco hemos encontrado

diferencias significativas en los niveles de CO en el plasma en ninguna de las situaciones

experimentales estudiadas. (Fig. 21; Tabla XXIV)

CO (PLASMA) (pmol/ml plasma)

GRUPOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS
T Control 1.5333 £ 0.23333 1.5466 * 0.23247
LPS 1.6000 £ 0.33307 1.4400 * 0.36950
LPS + PTXF 1.7600 *+ 0.32000 1.3866 * 0.37333
B —
LPS + SS 1.6533 £ 0.56443 2.5066 * 0.37333

Tabla XXIV. Concentracién plasmdtica de mondxido de carbono (CO). Efecto de LPS
y del tratamiento, precoz y tardfo, con PTXF y SS.
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Fig 21. Concentracidn de mondxido de carbono (CO) en plasma. Efecto del lipopolisacdrido
(LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con pentoxifilina (PTXF) y

somatostatina (S85).



Sin embargo, el LPS indujo un incremento significativo en los niveles de CO en
el liquido del lavado gdstrico, respecto al grupo control, tras 150 (37.520 4+ 3.370 vs
10.592 & 4.329 pmol/ml lavado, p<0.0}; n=5) o 240 minutos (32.448 + 7.885 vs
12.048 + 3.146 pmol/ml lavado, p<0.01; n=35) de su administracién. El tratamiento con
PTXF o SS 30 minutos después del LPS indujo una disminucidén de la concentracién del
CO en el lavado géstrico (20.096 + 1.042 vs 37.520 &+ 3.370 pmol/ml lavado, p<0.01;
n=35. 21.120 + 1.993 vs 37.520 £+ 3.370 pmol/ml lavado, p<0.01; n=5, con PTXF y
SS respectivamente) bloqueando el efecto del LPS, aunque en el caso de SS fue sélo
parcial, encontrando diferencias significativas respecto al grupo control (21.120 + 1.993
vs 10.592 + 4.329 pmol/ml lavado, p<0.05) (Fig. 22; Tabla XXV). Cuando la PTXF
y SS se administraron dos horas después del LPS disminuy6 significativamente la
concentracidn de CO en el lavado géstrico (16.800 + 1.170 vs 32.448 1+ 7.885 pmol/ml
lavado, p<0.05; n=5. 16.720 £ 0.325 vs 32.448 + 7.885 pmol/ml lavado, p<0.05;

n=3, tratamiento tardio con PTXF y S8 respectivamente). (Fig. 22; Tabla XXV).
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CO (LAVADO) (pmol/ml lavado)

GRUPOS 30 MINUTOS 120 MINUTOS
Control 10.5920 + 4.3290 12.0480 + 3.,14682
* k%
LPS 37.5200 £ 3.3706 * 32.4480 * 7.88589
LPS + PTXF 20.0960 £ 1.0425 16.8000 % 1.17085ﬁ
LPS + S8 21.1200 % 1.9931 *+* 16.7200 + 0.32594

Tabla XXV. Concentracién de CO en el liquido del lavado gdstrico tras la inyeccién
intraperitoneal de LPS y con el tratamiento, precoz y tardio, con PTXF y SS.

*p < 0.01 vs. resto
** p < 0.05 vs. control

*¥*x p <0.01 vs. control

p < 0.05vs. LPS + §Sy LPS + PTXF
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Fig 22. Concentracidn de mondxido de carbono (CO) en el liquido del lavado gdstrico.
Efecto del lipopolisacdrido (LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con
pentoxifilina (PTXF) y somatostatina (55).



SOMATOSTATINA

El LPS disminuyé significativamente los niveles de somatostatina en la mucosa
gdstrica. (Fig. 23; Tabla XXVI). El tratamiento con PTXF, a los 30 6 120 minutos de la
administracién de LPS, no modific, de manera significativa, el efecto producido por el
LPS y, aunque se detectaron niveles ligeramente superiores a los obtenidos tras LPS, hubo
diferencias estadisticas con respecto a los grupos controles (83.540 + 11.590 vs 129.200
£ 20.276 pg/mg proteina, p<0.05; n=5. 88.800 & 6.204 vs 151.280 1 24.768 pg/mg
proteina, p <0.01; n=35, tratamiento con PTXF precoz o tardio respectivamente) (Fig. 23;
Tabla XXVI). La administracién de SS, tanto 30 como 120 minutos después del LPS,
tampoco revirtié el efecto producido por el LPS‘, existiendo diferencias significativas con
respecto a los controles (52.260 £ 5.076 vs 129.200 + 20.276 pg/mg proteina, p<0.01;
60.100 + 3.619 vs 151.280 + 24.768 pg/mg proteina, p<0.01, tratamiento con SS

precoz o tardio respectivamente) (Fig. 23; Tabla XXVI)
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SOMATOSTATINA (pg/mg proteina)

B GRUPOS ﬁ 30 MINUTOS 120 MINUTOS
Control 129.200 + 20.2763 151.280 * 24.768
LPS 71.180 + 1.67314 * 81.940 * 9.4422 *
LPS + PTXF 83.540 £ 11.5906 *+* 88.800 + 6.2047 *
LPS + 88§ 52.260 = 5.07628 * 60.100 * 3.6198 *

Tabla XXVI. Contenido de somatostatina (SS) en la mucosa géstrica. Efecto de LPS y del
tratamiento con PTXF y SS a los 30 y 120 min. de la administracion de] LPS.

*p < 0.01 vs. control

**p < 0.05 vs. control
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Fig 23. Contenido de somatostatina (S5) en mucosa gdstrica. Efecto del lipopolisacdrido
(LPS) y del tratamiento a los 30 y 120 minutos con pentoxifilina (PTXF) y
somatostatina (S5).



GUANOSIL MONOFOSFATO CICLICO (GMPc)

La administracién de LLPS aumenté significativamente la concentracién de GMPc
tanto a los 150 como a los 240 minutos (392.02 + 74.81 vs 107.18 + 40.61 fmol/mg
proteina, p<0.01; n=5. 613.76 + 84.76 vs 92.20 £ 49.76 fmol/mg proteina, p<0.01;
n=35, a los 150 y 240 minutos respectivamente).

Tras el tratamiento con PTXF o SS ese efecto fue revertido totalmente a los 240
minutos (253.74 1 24.66 vs 613.76 £ 84.76 fmol/mg proteina, p<0.01; 119.54 1+ 45.26
vs 613.76 £ 84.76 fmol/mg proteina, p<0.01, tratamiento con PTXF y SS
respectivamente) {Fig. 24; Tabla XXVII),

Sin embargo, en el grupo de tratamiento precoz se observé que aunque tras la
inyeccion intraperitoneal de PTXF, la concentracion de GMPc fue inferior a la del grupo
LPS, no hubo diferencias significativas. Pero después de la administracién de SS, 30
minutos después de la inyeccidén de LPS, los niveles tisulares de GMPc disminuyeron
significativamente (131.32 + 49.43 vs 392.02 + 74.81 fmol/mg proteina, p<0.01);
existiendo diferencias estadisticas entre el efecto provocado por SS y PTXF (131.32 +
49.43 vs 329.92 + 75.40 fmol/mg proteina, p<0.01; tratamiento con PTXF y SS

respectivamente) (Fig. 24; Tabla XXVII).
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GMPc (fmol/mg proteina)

GRUPOS

30 MINUTOS

120 MINUTOS

Control

107.18 + 40.617

92.76 * 49.76

LPS

392.02 * 74.815 *

613.76 * 84.76 **

LPS + PTXF

329.92 * 75.405 *

253.74 + 24.66

LPS+ SS

131.32 £ 49.431

119.54 + 45.26

Tabla XXVII. Concentracion tisular de GMPc en la mucosa géstrica. Efecto del LPS y

del tratamiento precoz (30 min.) y tardio (120 min.) con PTXF y SS.

*p < 0.01 vs. control y LPS + 8§

**p < 0.01 vs. resto
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Fig 24. Contenido de GMPc en mucosa gdstrica. Efecto del lipopolisacdrido (LPS) y del
tratamiento a los 30 o 120 minutos con pentoxifilina (PTXF) y somatostatina (S5).



- DISCUSION



La hemorragia digestiva alta procedente de gastritis
erosiva continGa asociindose a una alta mortalidad cuando se
desarrolla en pacientes sépticos o postoperados. Aunque la
hemorragia por ulcus de estrés ha disminuido en los Gltimos
afios, todavia tiene una incidencia significativa en pacientes
sépticos, siendo considerada como una manifestacién del
"fracaso intestinal" dentro del sindrome de fallo multiorganico
(4).

La integridad de la barrera mucosa gastrica parece jugar
un papel esencial en la proteccién frente a esta afeccibdn. Como
se dijo anteriormente, dicha barrera est&8 formada por un gel
de mucina asociado con otras proteinas y lipidos, hacia el que
se vierte una secrecidén rica en bicarbonato, formando un
gradiente de pH que protege frente a la elevada concentracidén
intraluminal de protones.

La fosfatifilcolina (PC) es el principal componente
fosfolipidico del moco gastrico y ejerce un papel en el
mantenimiento de la hidrofobicidad de 1la barrera mucosa
gastrica, protegiéndola frente a agentes potencialmente dafiinos
para ella. Asi, Orchard y Bickerstaff (259) observaron una
disminucién en la concentracién de PC del moco géastrico en
pacientes con gastritis o Glceras géstricas frente a otro grupo
controel.

Por otra parte, se ha demostrado que durante la sepsis por
E.Coli se produce un descensce en la sintesis de PC del

surfactante pulmonar (260), por mecanismos no del todo
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determinados, aungue parece que se trata de un efecto inhibidor
dosis-dependiente del TNFa, sugiriendo que esta citogquina
pudiese participar en 1la fisiopatologia del distrés
rgspiratorio también por este mecanismo (261).

Nuestros resultados muestran una disminucién en la
concentracién de PC del moco gastrico en los animales sometidos
a la accidén del LPS respecto a los controles, y por analogia
con lo que sucede con la PC del surfactante pulmonar, se podria
hipotetizar gque uno de los mediadores implicados en dicho
efecto podria ser el TNFa u otras citogquinas, bien modulando
la actividad de enzimas reguladoras -colina dquinasa (262) y
glicerol-3~-fosfato acil-transferasa (263,264)- de la sintesis
de PC o bien mediante la produccidén de segundos mensajeros
especificos que modificasen la actividad de dichas enzimas.

De igual manera, dado que la dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) es una forma de la PC gue practicamente sélo se
encuentra el pulmén (265) y en el estémago (174), y dado y que
representa aproximadamente un 30% de la PC géastrica (174), era
esperable gue se hallase disminuida en las ratas expuestas a
la accidén del LPS.

Por otra parte, existe una evidencia cada vez mayor de la
importancia de 1las fosfolipasas como mediadoras de los
fenémenos inflamatorios gue acontecen durante la sepsis. Se ha
demostrado una fuerte correlacién entre sepsis inducida por
bacterias Gram negativas y un aumento de la actividad de
fosfolipasa A, (PLA2} en el suero, asignandole un papel como
mediador en los efectos sistémicos producidos durante el shock

séptico (196).
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La PLA2 es una enzima contenida en diversas células como
neutréfilos, monocitos, plaguetas e incluso en células de la
mucosa intestinal (194), y 1la endo#oxina bacteriana, quizas
mediante una accién modulada por citdgquinas, tales como el TNFa
(266), la activa, produciendo la hidrélisis de fosfolipidos.
Dicha hidrélisis es un paso limiténte en la liberacién del
Acido araquiddénico, con la subsiguieﬁte generacidén de productos
biolégicamente activos como leucotrienos, prostaglandinas y
tromboxanos.

En modelos experimentales de distrés respiratorio (266),
asi como en humanos (195,267), se obéervé que la PLAZ degradaba
activamente el surfactante, con la Qorrespondiente acumulacién
de su producto de degradacién, la ﬁisofosfatidilcolina. Esto
mismo podria suceder en la mucosa gastrica con lo cual PLA2
aceleraria la degradacién de PC, reduciendo de este modo su
concentracidén a nivel de la barrera mucosa gastrica, y esto
podria ocurrir tanto en condiciones fisiolégicas (197) como en
situaciones de sepsis (195).

Ademds de los metabolitos del dcido araguidénico, la PLA2
puede contribuir a la generacidn de otros lipidos
potencialmente tdxicos, tales comg los lisofosfolipidos. Asi
Otamiri y cols. (268) han encontrado que la isquemia~-
reperfusidén intestinal causa un incremento en el cociente
lisofosfatidilcolina/fosfatidilcolina por estimulo de la PLA2
{(269), y que la 1isofosfatidilcolina es capaz de incrementar
la permeabilidad de la barrera mucasa intestinal (268). Adem&s,
se observé que los inhibidores dé PLA2 protegieron la mucosa

en un modelo experimental de isguemia intestinal en ratas
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(185). Otamiri y cols. (185) encontraron, en este modelo, un
aumento de productos de peroxidacién lipidica, tales como el
malondialdehido, y un aumento en la actividad de
mieloperoxidasa tisular, demostrando con ello gue al menos una
parte del efecto de PLAZ sobre la lesidn mucosa isquémica
intestinal estad mediada por productos diferentes a 1los
metabolitos del &cido araquidénico.

Nuestros resultados demuestran gue existe un aumento de
la actividad de PLA2 en la mucosa gastrica en las ratas
sometidas a la accidén del LPS, y aungue no conocemos el
mecanismo 1Qltimo por el cual se produce, ello estaria
justificando, en parte, la disminucién de la concentracidén de
PC del moco géstrico, observado en estas ratas. La inhibicién
por S5 de la PLA2 podria explicar algunos de los efectos
protectores de esta hormona dado que es conocido que todas las
formas de PLA2 regquieren calcio para su actividad y que la SS
disminuye los niveles de calcio.

El LPS estimula la capacidad de los macrbéfagos para
producir metabolitos del Acido araquidénico, genéricamente
denominados eicosanoides, bien por la via de la ciclooxigenasa,
sintetizéndose las diferentes prostaglandinas y tromboxanos,
bien por la via de 1la lipooxigenasa, produciéndose los
leucotrienocs (48). Este efecto podria estar mediado por la
activacién de PLA2 debida al efecto de citoquinas u otros
mediadores (194). Por su parte, algunos de estos eicosanoides
han demostrado "in vitro" cierta capacidad para modular la
produccién de citoquinas (48) y ademas las prostaglandinas

tienen un potente efecto inhibitorio sobre otros mediadores
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(PAF e histamina), producidos por los macréfagos, que tienen
por si mismos un efecto ulcerogénico sobre la mucosa géstrica
(270) . Los principales eicosanoides implicados en la mediacidn
de los efectos de la endotoxina bacteriana son la PGE2, PGI2,
TXA2 y LTB4.

Las prostaglandinas, especialmente la PGE2, son producidas
enddgenamente por la mucosa géastrica (176) y estimulan la
produccién de moco y bicarbonato por la misma, al tiempo que
reducen la produccién de &cido e incrementan el flujo sanguineo
(176,177). Se han mostrado beneficiosas en diversos modelos de
lesiones géastricas agudas (271), incluyendo las secundarias a
sepsis (272). Arvidsson y cols. demostraron (272), en un modelo
de gastritis erosiva en gatos, gque el tratamiento con
misoprostol (un andlogo sintético de PGEl) tenia un efecto
protector que era independiente del aumento local del flujo
sanguinec y de la capacidad proliferativa de las células de la
mucosa.

En el presente estudio, tras la administracién de LPS, no
se encontraron, sin embargo, alteraciones significativas en la
concentracion tisular de PGE2 respecto a los grupos control Y
tampoco se advirtieron cambios tras el tratamiento con SS o
PTXF. Estos resultados concuerdan con los estudios de Shiratori
y cols. (273) en los gue demostraron gue la inhibicién de 1la
secrecién &Acida géastrica por parte de la somatostatina es
independiente de la produccién de prostaglandinas endbgenas
(PGE2), atribuyendo su efecto a su accién inhibitoria sobre la
secrecién de gastrina.

Los efectos tanto del TXA2 como del LTB4 tienden a
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favorecer el dafio de la mucosa gastrica. En nuestros resultados
se observé un aumento significativo de los niveles de TXB2
(metabolito estable de TXA2) en la mucosa gastrica tras la
exposicién de 1las ratas al LPS, y quizds su accién
gastroerosiva deba buscarse a través de la accidédn de este
metabolito sobre la microcirculacién géstrica} puestoc que se
sabe que produce una vasoconstriccién y agregacidén plaquetaria
(33), eventos due suceden en el ulcus de estrés, y, ademas,
induce la produccién de radicales libres de oxigeno (RLO) por
los neutréfilos (33), hecho gque acontece en la patogénesis de
estas lesiones. Se ha demostrado que sustancias atrapadoras de
RLO reducen la formacidén de fllceras de estrés en situaciones
de sepsis y shock hemorrédgico (126).

El LTB4, por su parte, ademds de estimular la generacién
de RLO, produce un aumento en la quimiotaxis y adhesién de los
neutrdéfilos y aumento de la permeabilidad vascular (274). En
nuestros estudios hemos observado un aumento significativoe en
los niveles tisulares gastricos de LTB4, tras la administracién
de LPS, favoreciendo, con ello, 1la produccién de estas
ulceraciones por el mecanismo descrito, el cual podria implicar
a los Acidos biliares, ya gque Sullivan y cols. (181)
demostraron que inhibidores selectivos de lipooxigenasa ejercen
una accidén citoprotectora de la mucosa gastrica frente a dcidos
biliares (taurocolato). Esto proporciona un mayor apoyo a la
hipétesis de una posible mediacién de los leucotriencs en 1la
accidén gastroerosiva producida por los &cidos biliares.

Por otra parte, la SS se ha demostrado eficaz en la

prevencién de la lesidn aguda de la mucosa gastrica inducida
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por etanol en un modelo experimental, observando que dicho
efecto estaba acompanado de una inhibicién de la produccién de
LTB4, y una disminucidén de distintos neuropéptidos, pudiendo
atribuirles a ellos dicho efecto beneficioso de S8S (275).

El efecto de la prostaciclina (PGI2) es contrario al
ejercido por TXA2; es decir se opone a la agregacidn
plagquetaria y produce vasodilatacién (33) y, como se ha
demostrado, la secrecidn de PGI2 por el endotelio vascular esta
aumentada tras la exposicidén a LPS (33).

En este trabajo, los niveles de PGI2 en la mucosa gastrica
fueron significativamente inferiores a los controles tras la
administracidén de LPS, lo cual favoreceria el desarrollo de
estas lesiones mediante un efecto directo sobre 1la
microcirculacién gastrica, produciendo vasoconstriccién e
isquemia en la mucosa (hechos fundamentales en el desarrollo
del ulcus de estrés).

Al igual gue sucede en la enfermedad arterial coronaria
(276), es posible que en estas lesiones se produzca una
alteracién en el paso de endoperéxidos precursores desde la
plaqueta a la célula endotelial (277,278), de forma que exista
una disminucién en tal fendmeno, lo que produciria un aumento
de la concentracién de TXA2 y descenso en la concentracidon de
PGI2 de las células endoteliales.

La actividad mieloperoxidasa es un indice de infiltracién
leucocitaria (279). Como se sabe, los neutréfilos juegan un
papel importante el desarrollo de la inflamacidn y lesiones que
acontecen durante la sepsis en distintos tejidos incluyendo la

mucosa gastrica (178). En el curso de la respuesta inflamatoria
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sistémica que se genera en situaciones de sepsis, 1los
neutréfilos se agregan y se adhieren ocluyendo el flujo de
sangre (ya vimos gue en el estdmago la microcirculacién juega
un papel esencial en el mantenimiento de la integridad mucosa)
y liberan una serie de mediadores gue amplifican los fendémenos
inflamatorios locales y originan directamente un dafio tisular.
Estos mediadores incluyen enzimas, tales como fosfolipasa a,,
peroxidasas y proteasas, y RLO (anién superdxido o perdxido de
hidrégeno), siendo probable que actien de forma sinérgica.
Numerosos estudios experimentales (280-283) han demostrado
la asociacidén entre la hipotensién que acontece durante el
shock hemorragico, gue contribuye a la disminucidn del flujo
sanguineo de la mucosa géstrica, y la formacién de lesiones en
ella. Aungue se han barajado varias hipdtesis para explicar el
mecanismo de la lesidén gastrica inducida por isguemia, 1la
patogénesis de ésta permanece, afin, desconocida. Recientes
estudios implican al radical superdéxido como responsable de la
formacién de estas Ulceras (284) asi como también de un aumento
de la permeabilidad vascular (285). Ademds se sabe que el ion
hidroxilo (OH") estd relacionado con un aumento de
permeabilidad vascular en el intestino delgado de gatos (286).
Por su parte, Itoh y Guth (126) demostraron en un modelo
experimental gque 1los RLO, especialmente 0,, Jjuega un papel
importante en la formacidén de llceras géstricas producidas por
isquemia m&s instilacidén de Acido clorhidrico. Ademés,
sustancias atrapadoras de RLO reducen la formacidédn de Glceras
de estrés en situaciones de sepsis y shock hemorragico,

implicando a estas sustancias en la cascada de fendmenos
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patogénicos gque conducen a las mismas (287).

El origen principal de los RLO en el tejido isquémico
intestinal es el resultado de la accidén del enzima xantino
oxidasa sobre la hipoxantina {(286). En situaciones de isquenia,
moléculas de alta energia, tales como ATP y ADP dejan de ser
sintetizadas por la célula por estar reducida la fosforilacidn
oxidativa (288,289), mientras que siguen siendo utilizadas, de
esta manera disminuye la concentracién de ATP y aumenta la
concentracién de BAMP en la mucosa géastrica (290).
Posteriormente, el AMP es catabolizado a sustancias intermedias
como adenosina, inosina e hipoxantina. Ademds, en situaciocnes
de isguemia el enzima xantino deshidrogenasa se convierte en
xantino oxidasa (284,285), que es la mayor fuente de RLO. La
xantino oxidasa actla sobre la hipoxantina produciendo el anidn
superdxido (0,) y éste, posteriormente, se convierte en
perdxido de hidrégeno (H,0,) por accién de la superéxido
dismutasa enddgena {126).

La accidén lesiva de radicales libres sobre la mucosa
gadstrica no parece estar en relacidn con la secrecidn gastrica
de histamina (291). Aungue el mnecanismo preciso de lesién
tisular por radicales 1libres no se conoce, las siguientes
hipbétesis son ampliamente aceptadas. La primera es que los RLO,
particularmente el OH causan una degradacidén del A&cido
hialurénico, componente de la mucosa y asi promueven la lesidn
de la misma (292,293). Otra hipdtesis es que los RLO pueden
inducir la peroxidacién lipidica, que se inicia por pérdida de
hidrogeniones del Acido graso que, después de una conjugacién

de los dobles enlaces, reacciona con la molécula de 0, causando
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de esta manera los efectos citotéxicos (294). Este hecho
favorece la 1liberacidén de sustancias intracelulares como
enzimas lisosomales (288,295), lo cual incrementa,
posteriormente, el grado de inflamacidén y las lesiones
tisulares (296,297). En este sentido, se ha encontrado que el
alopurinol, un inhibidor de la xantina oxidasa, protege a la
mucosa gastrica en modelos experimentales de shock hemorragico,
quizds debido a la inhibicidén de la sintesis de RLO. Por otra
parte, los atrapadores ("scavengers") de RLO, superdxido
dismutasa y dimetilsulféxido, también protegen a la mucocsa
gastrica en este tipo de modelos experimentales y han sido
incluso propuestos como potenciales agentes terapeCticos para
prevenir la tlcera de estrés (287).

En el presente trabajo, hemos obtenido en el tejido
gastrico un aumento de la infiltracién leucocitaria como 1lo
indica el incremento de la actividad tisular de mieloperoxidasa
en las ratas a las que se les habia inyectado LPS. Se peodria
plantear la duda de si estas células contribuyen a la lesidn
gastrica o si sbdlo son consecuencia de dicho dafio. Siendo
complicado distinguir entre estas dos posibilidades, se
constata una fuerte correlacidn entre los niveles de MPO y MDA,
lo gue sugiere gue parte de la peroxidacidn de lipidos en el
estémago podria ser debido a 1leucocitos infiltrantes, a su
eficiente sistema de produccién de radicales libres (298), y
la peroxidacién 1lipidica podria tener lugar tanto en 1los
propios leucocitos como en las células adyacentes.

Por otro 1lado, parece que parte de las acciones

proinflamatorias de los leucocitos son debidas a la activacién
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de la PLA2 (299), que como se ha visto anteriormente es un
enzima clave en la generacién de agentes promotores de la
inflamacién como los metabolitos del &cido araquidénico y de
lipidos potencialmente téxicos como los lisofosfolipidos.

En este trabajo encontramos gue la concentracidn tisular
de malondialdehido, tras 1la administracién de LPS, esta
aumentada respecto a los grupos control, y gue ese efecto es
bloqueado tanto por S5 como por PTXF. Li y cols. (300)
encontraron gue SS tenia un efecto protector sobre la mucosa
gastrica, en un modelo de estrés experimental, y que ello
estaba asociado c¢on una inhibicidén del aumento de la
concentracién de malondialdehido inducido por el estrés.

Por otra parte, tras administracidén de LPS obtuvimos una
elevacidén de los niveles de dxido nitrico (NO) plasméticos en
el grupo LPS a los 120 minutos, en consonancia con lo publicado
por Evans y cols. (57). Este efecto fue revertido por el
tratamiento con PTXF o $§S. Es posible que la capacidad de estas
dos sustancias para prevenir la lesién aguda de la mucosa
gastrica pueda estar mediada, al menos en parte, por
modificaciones en la produccién de NO, aungue el mecanismo por
el que esto podria suceder no esta claro.

Sabemos gue la sintesis de NO puede ocurrir de forma
fisioldgica en el endotelio, SNC, SNP y en las plaquetas (131)
y gue depende de una isoforma de nitrato sintasa denominada
constitutiva, que es calcio y calmodulina dependiente (128).
Por otra parte, existe otra isoforma de ese enzima llamada
inducible, que se activa en células del sistema reticulo

endotelial en presencia de endotoxina y de algunas citogquinas
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(ITNF, IL~1 e IFN-vy) (133), gque es calcio y calmodulina
independiente y capaz de liberar grandes cantidades de NO
durante periodos prolongados.

En situaciones de sepsis, el aumento masivo de esta
produccién de NO ha demostrado, en parte, ser la responsable
de la vasodilatacién e hipotensién gque acontecen en estados de
shock séptico (301). Sobre la mucosa gdstrica, una produccién
fisioldégica de NO puede jugar un papel regulador del flujo
sanguineo mucoso contribuyendo, con el tono vasodilatador, al
mantenimiento e integridad de la mucosa (139). Se ha demostrado
que los inhibidores de 1la nitrato sintasa disminuyen 1los
incrementos del flujo sanguineo mucoso inducido por
pentagastrina (188,302), lo que significa que el NO enddégeno
puede jugar un papel en el incremento del flujo sanguineo por
sustancias estimulantes de la secrecidn &cida. Asimismo, se ha
demostrado en modelos experimentales gue la instilacidn local
0 regiconal de NO reduce la lesidn mucosa inducida por etanol
(303).

Otros autores conceden un valor importante al NO endbgeno
en el mantenimiento de la integridad mucosa gadstrica por actuar
junto con la prostaciclina y neuropéptidos vasodilatadores, ya
que por un lado la inhibicién de la sintesis de NO después de
la depleccién de neuropéptidos vasodilatadores por
pretratamiento con capsaicina o después de la inhibicién de la
sintesis de prostaglandinas con indometacina, induce la lesién
mucosa gastrica (304).

El mecanismo protector, principal, de NO sobre la mucosa

gastrica es desconocido. -Parece estar en relacién con una
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vasodilatacion o inhibicién de la agregacidén plaquetaria en la
microcirculacién gédstrica, pero es probable que NO tenga otras
acciones sobre la mucosa gque aumenten o preserven la funcién
celular epitelial y su continuidad. La fuente de NO enddégeno
para la gastroproteccién es desconocido, y aungue es probable
que el endotelio vascular sea una de ellas, otros muchos tipos
de células, seglin recientes hallazgos, deberian de ser
consideradas (139).

Una produccidén masiva de NO durante la sepsis podria, sin
embargo, resultar dafiina para la integridad de 1la mucosa
gadstrica, si bien el mecanismo por el que esto podria suceder
no estd claro. Aungue es probable gue el NO ejerza un dafio
directo sobre la mucosa por aumento de la permeabilidad,
también podria tener un efecto indirecto combinado con los RLO,
dada la asociacidén conocida de NO con el anidén superdéxido para
formar peroxinitrito (190), el cual se descompone en radical
libre oxidrilo y radical libre de NO?, sustancias mucho més
toxicas que NO. Ademds de su gran poder oxidante, el
peroxinitrito puede causar 1lesidén tisular ipactivando el
inhibidor de a-1 proteinasa (305) y, por otro lado, se sabe que
peroxinitrito es capaz de inhibir la cadena respiratoria de
distintas células (306).

Por otra parte, la inyeccidn intraperitoneal de LPS indujo
un aumento significative en la actividad tisular de nitrato
sintasa total respecto a los grupos control, efecto que fue
blogqueado por SS y PTXF. Ese incremento, como se deduce de
nuestros resultados, fue a expensas del aumento de la actividad

de la isoforma inducible, puesto que la administracién de LPS
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no indujo variacién alguna sobre la actividad de la nitrato
sintasa constitutiva, ni tampoco tras el tratamiento con PTXF
0 S8, corroborando la teoria que durante la sepsis el enzima
responsable de la formacién de NO es nitrato sintasa inducible
(57,307-309). El1 hecho que SS y PTXF inhiban la actividad de
la isoforma inducible, y por tanto, inhiban la produccién de
NO podria ser de importancia clinica.

Los resultados obtenidos en este trabajo son dificiles de
conciliar con los de Takeuchi y cols (310), quienes encontraron
en un modelo experimental en ratas que el taurocolato provocaba
una lesidén de la mucosa gastrica por aumento de la secrecién
dcida gastrica, mediada por un aumento en la concentracién de
NO, formadco a expensas de la isoforma constitutiva de 1la
nitrato sintasa. La explicacién a esta aparente contradiccién
entre ambos resultados radica en que el modelc de Takeuchi y
cols. estd hecho "ex vivo", sobre estédmagos perfundidos con
suero salino y eso, probablemente, evita la acumulacién de
macrédfagos y, por tanto, la posibilidad que éstos se activen
y produzcan citoguinas, las cuales posteriormente activarén la
isoforma inducible de 1la nitrato sintasa en los propios
macrbéfagos © en otras células diana. Ademds, no se ha
demostrado que el taurocolato, por si mismo, active la nitrato
sintasa inducible.

Por otro lado, cabe pensar que si un gas nocivo como el
NO tiene propiedades como mensajero intracelular y ejerce
funciones tanto en condiciones fisioldgicas como patolégicas,
quizés otros gases pudieran tener unas funciones similares. En

este sentido, se ha descrito que el mondéxido de carbono (CO)
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comparte diversas propiedades del NO y se ha sugerido que
podria también ejercer efectos fisiolégicos. De igual forma que
el NO, el CO puede unirse al &atomo de hierro de las
hemoproteinas (311-313), incluyendo el grupo hemo de 1la
guanilato ciclasa (313). Ademas, ambos pueden interaccionar con
los centros Fe-S de wuna amplia variedad de enzimas,
inhibiéndolas.

Se han demostrado papeles fisioclégicos andlogos a los
descritos para el NO. Por ejemplo, el CO inhibe la agregacién
pPlaguetaria y, aungue de forma menos potente que el NO, induce
la relajacién del endotelio (314). Estos efectos,
aparentemente, estdn mediados por la activacién del enzima
guanilato ciclasa (191,313). Se ha propuesto gue el CO puede
activar la guanilato ciclasa en las células en las gque es
producido, o bien en cé&lulas adyacentes. En macréfagos, la
elevacidén de los niveles de GMPc, secundarios a la activacién
de dicho enzima, facilita los efectos antimicrobianos vy/o
tumoricidas.

Si el CO ejerce unos efectos fisioldgicos, es porque debe
de tener un origen enddgenoc. Se conocen al menos dos fuentes
enddgenas de CO. Una es el metabolismo del grupo hemo,
catalizado por el enzima hemo oxigenasa (315), que da lugar a
biliverdina y CO. Las células del sistema reticulo endotelial
del bazo y rifiédn son ricas en este enzima, lo cual estad en
consonancia con el papel del sistema reticulo endotelial en el
catabolismo de la hemoglobina. Ademds, se ha descrito 1la
actividad de este enzima en células del cerebro, pulmdn y en

macrdfagos peritoneales y alveolares. Multitud de sustancias,
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tanto exdgenas como enddgenas, de diversa estructura y funcién,
asi como factores tan dispares como los rayos X, el estrés, la
fiebre, la desnutricién o el magullamiento de la piel, se han
mostrado capaces de inducir la actividad de la hemooxigenasa
(HO) (316). Ademds, se ha sugerido que dicha induccidn es un
mecanismo general de respuesta celular frente a la lesidn por
radicales libres de oxigeno (son bien conocidas las propiedades
antioxidantes de los metabolitos del grupo hemo) (317). La
transcripcién del RNAm de HO es inducida por diversos agentes
prooxidantes, particularmente aguellos que conllevan depleccién
del glutation (318). Por otro lado, el LPS y algunas citoguinas
se han mostrado capaces de inducir la actividad de HO en el
higado de ratdén (319) y en macréfagos eritrofagociticos "in
vitro" (320).

Otra fuente enddgena de CO es el resultado de la
peroxidacién de lipidos de la membrana (192). Esto puede estar
en relacién con la posibilidad de que el CO pueda mediar
algunas de las acciones de las citoquinas, puesto que, como se
ha demostrado, la formacién de los radicales libres median
algunos de los efectos de las mismas (321), y es generalmente
aceptada que los efectos toéxicos de los radicales 1libres
incluyen 1la 1lesién de 1las membranas, secundariamente a
reacciones peroxidativas de los &cidos grasos poliinsaturados

presentes en las mismas (322).
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Los resultados obtenidos en nuestro trabajo muestran que
la 1inyeccién intraperitoneal de LPS indujo wun aumento
significativo de 1los niveles de CO en el lavado gastrico
respecto a los grupos control, efecto revertido, parcialmente,
tanto por SS como por PTXF. Quizas pudiéramos explicar estos
resultados considerando la infiltracion mucosa por
polimorfonucleares neutréfilos, tras la administracidén de LPS,
con la consiguiente generacién de radicales libres de oxigeno
y peroxidacién de lipidos de membrana. Esto explicaria también
el mecanismo protector de SS y PTXF dado gue ambas sustancias
son capaces de disminuir el indice de infiltracién leucocitaria
que conlleva una disminucidén de la generacidén de RLO.

Tanto el NO como el CO son gases muy difusibles y cabria

pensar que el aumento de su concentracién en el lavado gastrico
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podria ser secundario a unos niveles plasmidticos incrementados
que han favorecido su pasoc a la luz géstrica. Sin embargo,
pensamos que en nuestro modelo se trata de una produccidn local
ya que hemos encontrado diferencias en los niveles plasmaticos.

El receptor primario para el NO y el CO en las células
efectoras parece ser la guanilato ciclasa soluble (323,324).
La unién de ambas moléculas al &tomc de hierrc del hemo
asociado a la guanilato ciclasa soluble induce transformaciones
alostéricas en el enzima, activdndolo, que origina un aumento
de los niveles de GMPc. Este Gltimo es un nucleétido importante
comc sequndo mensajero celular que regula varias protein
quinasas, fosfodiesterasas y canales 1iénicos, y ha sido
implicado como mediador en distintas respuestas bioldgicas,
como en las modificaciones del estado redox (313) y en los
movimientos de calcio. El aumento de la concentraciédn de GMPc
induce un aumento de entrada de calcio a las células (325). Por
otro lado, el estrés oxidativo, puede producir cambios en las
sefiales de calcio (326-328) y se ha visto que ello contribuye
a los cambios patoldgicos observados en los primeros estadios
de la toxicidad del oxigeno (329). Por otro lado, se ha
implicado al adenosil-monofosfato ciclico (AMPc) y GMPc como
reguladoras de la produccién de TNFa (330,331).

Nosotros obtuvimos un aumento significativo en la
concentracidén tisular de GMPc, con respecto a los grupos
control, tras el tratamiento con LPS, 1lo cual podria
explicarse, por una parte, por el aumento de la actividad de
la nitrato sintasa inducible y la sobreproduccidn de NO, y por

otra, por un aumento de la actividad hemooxigenasa y de la
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peroxidacidn lipidica y un consiguiente aumentoc de CO. Estos
efectos fueron revertidos por SS y PTXF. Segin estos resultados
una hipbétesis seria gue la S$ ejerciera sus acciones
disminuyendo el contenido intracelular de GMPc. Por otro lado
sabemos que PTXF, un agente inhibidor de la fosfodiesterasa,
produce un aumento de la concentracidén de AMPc sin modificar
la de GMPc. Asi podriamos deducir que el balance entre ambos
nucleétidos, mas que el aumento o disminucién de cada uno de
ellos por separado, serian importantes en la mediacién de 1la
lesidén tisular. Este hecho lo apoyan distintos autores (332)
al observar, en modelos de Udlcera gastrica experimental en
ratas, que la relacidn entre AMPc/GMPc se encuentra disminuida,
atribuyendo el efecto protector de prostaciclina y antagonistas
de receptores H, al aumento en dicha relacién.

La somatostatina (8S) es un tetradecapéptide ciclico
distribuido ampliamente por el tracto gastrointestinal, aungue
estd confinado principalmente a las células D de la mucosa
gastrica y al pancreas (333). En el estdémago, la S5 inhibe la
secrecibén acida por accién directa sobre las células parietales
(334) e indirecta, al inhibir la de gastrina, mediante un
mecanismo de blogueo de la movilizacidédn de histamina (335),
sustancia clave en la regulacidén de la secrecidén &acida, y
quizds la SS ejerza esta accidn paracrina mediante mecanismos
que impliquen al AMPc (336,337). Schubert y cols (338) proponen
un mecanismo a través del cual 8S inhibe la secrecidn &cida
gastrica utilizando como segundo mensajero al AMPc. La SS se
acopla a la subunidad inhibitoria (Gi) de un sistema de

proteinas asociadas al guanidil-trifosfato (GTP), dicho sistema
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inhibe la adenilciclasa, disminuyendo los niveles de AMPc. Este
AMPc se une a una protein-kinasa capaz de fosforilar una
proteina necesaria para activar la bomba de protones o HY-K'-
ATPasa, Gltima responsable de la secreciédn de hidrogeniocnes a
la luz glandular.

La secrecién de moco por la mucosa géstrica aumenta
significativamente de modo dosis dependiente c¢con 1la
administracidén de S8S, pudiendo de esta forma contribuir a su
accidén protectora de la mucosa gastrica (243). Otros efectos
de SS en el estdmago incluyen la inhibicidén de la secrecién de
pepsindgenc y del vaciamiento gastrico (243,333).

La S8S se ha mostrado capaz de ejercer un papel
citoprotector en Ulceras gastroduodenales, en animales y en
humanos (339). Estos efectos podrian deberse a la mediacién de
sus grupos sulfidrilos (-SH) (340), o bien a la secrecidn
endégena de prostaglandinas inducida por la propia SS (341).
Romano y cols. (341) atribuyen el papel citoprotector de SS a
la inhibicién de la secrecién &cida y a la accién de SS sobre
la wvasculatura gastrica, a través de la induccidén de 1la
sintesis de prostaglandinas por parte de las células
endoteliales y macréfagos, que mantendrian el flujo sanguineo
impidiende su interrupcién por agentes lesivos. Omura subraya,
incluso, la importancia de la prostaglandina E,como mediadora
del efecto producido por SS sobre la mucosa gastrica (342).

Wallace y cols. demostraron que la eficacia de S5 para
proteger la mucosa géastrica de la lesién en diversos modelos
experimentales, incluido el endotdxico, no sbélo radica en la

inhibicién de la secrecidén &cida ({343). La SS puede ejercer la
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accién protectora mediante mecanismos aln no del todo
determinados, pero gue implican a neuropéptidos, sustancia P
y VIP, asi como a la inhibicién de la produccién mucosa de
leucotrienos, como demostraron Karmeli y cols (275) en un
modelo experimental de lesidén mucosa inducida por etanol en
ratas.

En nuestro estudio, la administracién de LPS indujo una
disminucién de los niveles tisulares gastricos de SS, respecto
a los grupos control, efecto blogueado tanto por SS como por
PTXF.

Para comprender el posible efecto protector de
pentoxifilina (PTXF) sobre la mucosa gastrica en nuestro modelo
experimental, debemos realizar las siguientes consideraciones:

Cada vez es mayor la evidencia de que la PTXF ejerce un
importante efecto sobre los mediadores celulares de la
inflamacidén y lesién tisular (344-346). La accién moduladora
que PTXF ejerce sobre la produccidn de TNFa (331) parece estar
en relacidn con una posible inhibicidn de la transcripcidn del
RNAm TNF (347).

La PTXF se ha mostrado beneficiosa en modelos
experimentales de shock séptico y sindrome de distrés
respiratorio del adulto (SDRA) (227,347) al disminuir 1la
produccidén de TNFa por macrdfagos activados (331,348) y también
por blogueo de algunos de los efectos de TNFa sobre el
endotelio vascular (349).

Por otra parte, en recientes trabajos, se ha demostrado
que la PTXF podria tener un efecto protector directo frente a

las acciones de citoguinas (350), habiendo sido avanzadas
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diversas hipdtesis para explicar este mecanismo: una de ellas
se basa en el hecho gue la PTXF aumenta la concentracién de
AMPc intracelular por inhibicién de la fosfodiesterasa (351)
y eso parece jugar un papel importante en la disminucién de la
lesién de diversos érganos diana (226,352). En la dudlcera
gastrica experimental se ha observado un descenso importante
en la relacién AMPc/GMPc que, si bien ocurre fundamentalmente
a expensas de un aumento de GMPc, también existe un descenso
en la concentracidén de AMPc (332). Otra hipdtesis se apoya en
gue la PTXF induce la secrecién en el endotelio vascular de
PGI2 (353), un mediador capaz de proteger células adyacentes
frente a algunos agentes nocivos (354). Este metabolito se ha
mostrado, por otro lado, come un agente citoprotector de la
mucosa gastrica. Aunque el mecanismo exacto de este efecto
protector no estd determinado, se postula que el efecto
vasodilatador sobre la microcirculacidén géstrica puede estar
mediado, a su vez, por un aumento en la relacién AMPc¢/GMPc
(332). Finalmente, se ha demostradoc que PTXF es un potente
inhibidor de 1la formacién de radicales 1libres (231,345),
implicados en la mediacidén de algunos de los efectos de 1las
citoguinas (355,356). Aunque algunos autores han sefialado que
este mecanisme no parece existir "in vivo"™ (357), Santucci y
cols (230) demostraron que PTXF evita la lesidén aguda de la
mucosa gdstrica por disminucidn de la adhesién de neutréfilos,
fuente de RLO, al endotelioc vascular mediante la reduccidn de
los niveles de TNFa, sin ejercer efecto sobre la concentracidn
de prostaglandinas de la mucosa.

Ootra de las acciones atribuidas a PTXF, y que contribuiria
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al efecto protector de la mucosa gastrica, es el efecto
inhibidor observado sobre 1la fosfolipasa A, de plaguetas
estimuladas por trombina (358). Ya vimos anteriormente la
importancia de PLA2 como pivote regulador en la formacidén de
distintos productos intermediarios, con funciones claves en el
proceso de inflamacidén que acontece en estados de sepsis, asi
como en la cascada de acontecimientos que suceden en el ulcus
de estrés.

En resumen, a la vista de nuestros resultados, se deduce
que SS y PTXF tienen un gran efecto protector en el desarrollo
de la lesién aguda de la mucosa gastrica inducida por sepsis,
Y gque ambas podrian tener un papel importante como reguladoras
en el proceso inflamatorio. Los mecanismos mediante los cuales
SS y PTXF ejercen sus efectos parecen ser muy diversos, siendo
necesarios posteriores estudios encaminados a wuna mayor

comprensién de los mismos.
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CONCLUSIONES



1. El LPS indujo una marcada inhibicién de la sintesis de PC, asi como de la forma

disaturada, dipalmitoilfosfatidilcolina en la mucosa gdstrica.

2. Los cambios en la sintesis de PC fueron acompafiados por incremento en la actividad
mieloperoxidasa y en la concentracion de malondialdehido, tromboxano B, y leucotrieno
B, de la mucosa géstrica. Por €l contrario, el LPS disminuyé el contenido de PGI, en

mucosa.

3. El LPS también aumentd los niveles de NO y CO en lavado gdstrico sin afectar
paralelamente los niveles plasmdticos. Este efecto fue acompafiado por un aumento de la

actividad nitrato sintasa inducible y de la concentracién de GMPc en mucosa.

4. La pentoxifilina y somatostatina evitan los efectos descritos inducidos por la

administracidn del Lipopolisacdrido bacteriano.

5. Nuestros resultados sugieren que la sepsis por bacterias Gram negativas puede alterar
la barrera mucosa gdstrica reduciendo su contenido hidrofébico de fosfolipidos. También
sugieren que tanto la pentoxifilina como la somatostatina podrian tener un efecto
beneficioso en las lesiones gdstricas secundarias a sepsis restaurando la produccién de

fosfatidilcolina, e inhibiendo la produccién de otros posibles mediadores lesivos.

6. Las alteraciones producidas por la sepsis en la barrera mucosa gdstrica podrian estar
mediadas, al menos en parte, por modificaciones en la produccién de NO y CO, con la

consecuente activacion de la guanilato ciclasa y aumento del contenido de GMPc.
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