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SUMMARY

The intestinal reperfusion injury has been studied
in Sprague-Dawley rats weighing 200 g. Intestinal is-
chemia has been induced by clamping the Superior
Mesenteric Artery (SMA) for 120 minutes. In order to

arallel clinical situations, free radical scavengers

allopurinol [ALLO]) and superoxide-dismutase

[SOD] were inoculated at a low perfusion rate through
the femoral vein during the last 20 minutes of the is-
chemic period.

Both drugs have decreased the mortality rate (from
70% in control group, to 40%) and the mean percen-
tage of damaged intestine (30.89% vs. 23.84% and
24.70%). Histologically, ALLO was less efective than
SOD (12.54 control; 8.40 SOD; 11.54 ALLO). The
modification of glucose, SGOT, SGPT and LDH found
in all the ischemic animals shows the hepatocellular
injury induced by intestinal reperfusion.
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RESUMEN

Se estudia el sindrome de isquemia-reperfusién intestinal
(SRI) a nivel experimental, Stﬂlzando ratas tipo Sprague-
Dawley de 200 g de peso. Para ello se clampa la arteria me-
sentérica superior (AMS) por un periodo de ciento veinte mi-
nutos, administrando a través de la vena femoral el alopuri-
nol (ALLO) vy la superéxido-dismutasa (SOD) en perfusién
lenta durante los ultimos veinte minutos del periodo de
isquemia.

Ambos farmacos han disminuido: la tasa de mortalidad
(70% en el grupo control vs. 40% con ambos tratamientos)
al igual que las lesiones macroscépicas (30,89 vs. 23,84 y
24,70). Por lo que respecta a las lesiones histolégicas el
ALLO fue menos efectivo que la SOD (12,54 en el grupo
control; 8,40 SOD y 11,54 ALLO). También se ha podido

constatar a través de estudios bioquimicos (glucemia, SGOT,
SGPT y LDH) la afectacién hepética que se deriva del SRI.

PALABRAS CLAVE: Isquemia, intestino, alopurinol, SOD, te-
rapéutica.

INTRODUCCION

Los intentos de constatar la participacién de los radicales
libres de oxigeno (RLO) en la patogenla de los sindromes
de reperfusién han originado un gran niimero de estudios ex-
perimentales en los dltimos afos. Los trabajos iniciales bus-
caron evidencias que probaran la hip6tesis de MC CORD (1),
segiin la cual la xantino-dehidrogenasa se transformaria du-
rante la isquemia en xantino-oxidasa (XO), propiciando la
produccién de RLO durante la reperfusién tisular. En este
sentido se intent6 abolir el sindrome de reperfusién median-
te la premedicacién de los animales con antioxidantes. Los
tratamientos utilizados fueron muy diversos: inhibidores de
la XO (Alopurinol), «scavengers» que metabolizan los RLO
hacia especies menos lesivas (superéxido-dismutasa, catala-
sa), asi como antioxidantes inespecificos con gran capacidad
reductora (ac. ascorbido, alfa-tocoferol).

En esta primera etapa, los trabajos se centraron en aspec-
tos fisiopatolégicos o patogénicos, por lo que los modelos
experimentales utilizados no buscaron remedar situaciones
clinicas, aplicindose los firmacos en la préctica totalidad de
los casos antes de producir la isquemia. Asi, se ha dado més
importancia a cuantificar las variaciones experimentadas por
la produccién de RLO y/o sus derivados, que al estudio del
posible «beneficio» clinico alcanzado con esos farmacos.

En trabajos previos hemos comprobado que, cuando se
administran profilicticamente, tanto el alopurinol (ALLO)
como la SOD producen efectos positivos sobre algunos pa-
rdmetros que reflejan la lesién intestinal y la letalidad del
sindrome de reperfusion intestinal (SRI) (2).

Nuestra hipétesis inicial de trabajo es que el ALLO al in-
hibir la XO e impedir la transformacion de la hipoxantina
en xantina y la SOD que actia como «scavenger» de los
RLO formados en el SRI, también pueden ser efectivos si se
administran en situaciones de isquemia establecida. Junto a
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ello se estudian una serie de enzimas (SGOT, SGPT, LDH)
que reflejan la alteracién de la funcién hepatocitaria y la glu-
cosa que estd fntimamente relacionada con la funcién
hepética.

El objetivo de este estudio es comprobar si estos firma-
cos antioxidantes (ALLO, SOD), administrados en situacio-
nes de isquemia intestinal, aportan algiin beneficio terapéu-
tico en el animal de experimentacién.

MATERIAL Y METODOS

Los estudios se han llevado a cabo en ratas Sprague-Daw-
ley hembras de 200 gramos (=10 g). Para aproximar el mo-
delo experimental a una situacién clinica, las ratas no han
sido sometidas a ayuno previo. Todas las experiencias se han
realizado a la misma hora, evitando de este modo las varia-
ciones derivadas de los ritmos biol6gicos.

Bajo anestesia con Nembutal (pentobarbital sédico,
30 mg/kg i. p.) se practicé una laparotomia media supraum-
bilical y, tras disecar la arteria mesentérica superior (AMS)
e individualizar una colateral constante que comunica el tron-
co celfaco con dicha arteria, se anul6 el riego intestinal me-
diante tres clips tipo Yassargil (Aesculap). El primero se co-
loc6 en el mismo origen de la AMS junto a la aorta, situan-
do los otros dos distalmente a dicha colateral. Una vez com-
probado el cese del latido de los vasos mesentéricos se cerré
la laparotomia mediante sutura en dn plano con seda 000.

Transcurridos ciento veinte minutos se retiraron los clips,
comprobéndose la recuperacién del latido en las arterias
rectas y el cambio de coloracién en la pared del intestino.
Por 1ltimo, se procedi6 al cierre de la pared abdominal con
puntos sueltos de seda 000.

Los diferentes tratamientos se han administrado por via
femoral en perfusién lenta (133 ul/m) durante los Gltimos
veinte minutos de isquemia.

Se han considerado cuatro grupos experimentales segtin
el tratamiento administrado: I) no tratados, II) suero fisio-
16gico, IIT) SOD, IV) alopurinol. En los tres tltimos grupos
la cantidad perfundida ha sido de 2 cc, administrdndose la
SOD en dosis de 7 mg/kg y al ALLO (Sigma) 50 mg/kg, si-
guiendo las pautas establecidas por OTAMIRI y cols. (3). El
grupo de animales a los que tnicamente se perfundi6 suero
se incluy6 para conocer qué repercusiones se producirian al
inocular la cantidad de 2 cc por ser la cifra en la que iban a
diluirse los citados farmacos (ALLO, SOD).

Dentro de cada grupo se han realizado dos series de ex-
periencias. En la primera se han utilizado un minimo de cin-
co lotes de cuatro animales, a los que se ha dejado evolu-
cionar, valordndose la mortalidad en las primeras cuarenta
y ocho horas. En la segunda se han utilizado cinco animales
para cada grupo experimental, sacrificdndolos treinta minu-
tos después de restablecer el flujo sanguineo para practicar
estudios morfol6gicos y bioquimicos, segin el siguiente
protocolo.

Bajo anestesia con éter se reabrid la laparotomia proce-
diendo a canular, sucesivamente, duodeno, vilvula ileo-ce-
cal y aorta abdominal. Tras extraer 5 cc de sangre, se lavé
la luz intestinal con suero fisiolégico a 37° C para a conti-
nuacién extender el paquete intestinal en toda su longitud.
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De esta manera se pudo medir la longitud de intestino in-
fartado, asf como las zonas de hiperemia peristatica.

Los estudios histol6gicos se realizaron sobre dos muestras
tomadas del fleon terminal (desechando los tres tiltimos cen-
timetros) y otra extraida de una zona infartada.

Los tres fragmentos de intestino de cada animal se inclu-
yeron en un mismo bloque de parafina. De cada bloque se
practicaron tres secciones sucesivas que se montaron en un
mismo porta y se tifieron con hematoxilina-eosina. Para pro-
porcionar mayor sensibilidad a la prueba, cada secci6n de in-
testino se ha dividido en cuatro cuadrantes, valordndose en
cada uno de ellos el grado de lesion histologica segtn la si-
guiente escala disefiada en nuestro laboratorio (modificada
de Chiu): X

Grado 0: Vellosidad intestinal totalmente normal.

Grado 1: Epitelio de las vellosidades conservado, pero con
presencia de pequefios despegamientos a nivel apical (espa-
cios de Griienhagen).

Grado 2: Denudacién apical de las vellosidades.

Grado 3: Hemorragia intramucosa e importante deses-
tructuracién de la vellosidad.

Grado 4: Desestructuracién total de la mucosa con pér-
dida de vellosidades y alteracién morfol6gica de la limina
propia con despegamiento de la capa muscular.

Con el fin de dotar de un cardcter més objetivo a este es-
tudio, las muestras se identificaron con niimeros aleatorios.
El indice de lesion mucosa (ILM) se ha obtenido calculando
la media de las nueve secciones histolégicas de cada animal.

Los estudios bioquimicos (glucosa, SGOT, SGPT y GGT)
se realizaron en un autoanalizador (Hitachi 717), utilizando
como controles 10 ratas no manipuladas.

Dada la distribucién no normal de los resultados, las com-
paraciones se realizaron mediante el Rank Sum Test, con-
siderando significativos aquellos valores de p<<0,05.

RESULTADOS

La mortalidad registrada en cada uno de los grupos expe-
rimentales se recoge en la tabla I. Aunque en los grupos tra-
tados con suero la media disminuy6 (75% vs. 55%), la gran
variabilidad encontrada resta significacién a este resultado
(p=0,20). En cambio, en los grupos tratados con SOD o
ALLO el comportamiento fue méds homogéneo y el descen-
so producido en la mortalidad fue manifiesto (40% vs. 75%;
p<0,05).

El porcentaje de intestino afectado por lesiones de hipe-
remia e infarto en cada uno de los animales de la experien-
cia se detalla en la tabla II. En ella se puede observar cémo
los animales tratados con suero presentan una lesion mas ex-
tensa (46,48 vs. 30,89; p<0,01). Sin embargo, la adicién de
SOD al suero perfundido disminuye la extensién de las le-
siones (24,70), incluso frente a los animales del grupo con-
trol. Si bien este efecto fue muy intenso al considerar exclu-
sivamente las zonas infartadas (p<0,05), fue menos relevan-
te al considerar el porcentaje total del intestino lesionado
(p=0,15). Un fenémeno similar se ha podido observar en
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TABLA I
Mortalidad obtenida en los distintos grupos de cada serie
experimental
Isquemia Suero SOD Alopurinol
75,00 33,33 50,00 75,00
75,00 33,33 0,00 0,00
50,00 75,00 50,00 25,00
100,00 100,00 50,00 50,00
75,00 0,00 50,00 50,00
75,00 75,00 — —
— 75,00 - -
75,00 55,95 40,00 40,00
15,81 34,60 22,36 28,50

los animales tratados con ALLO (23,84), con la peculiarie-
dad de que la mayor hémogeneidad de los resultados ha per-
mitido que la comparacién de los porcentajes totales de le-
sién frente al grupo control alcance un \'Eﬂor de p<0,05.

En cambio, el ILM ha disminuido en las tres series expe-
rimentales frente al grupo control (tabla IIT). El méximo be-
neficio se ha registrado en los animales tratados con SOD
(8,40), cuyo indice lesional ha sido claramente menor que
el observado en animales tratados con ALLO (11,54;
p<0,05). Por otra parte, la mejorfa producida por este tlti-
mo firmaco también ha alcanzado mgmficaclén estadistica
frente al grupo control (12,54; p<0,05).

En las determinaciones bioquimicas efectuadas se han ob-
servado dos comportamientos distintos (fig. 1). Por una par-
te, la glucemia apenas se ha visto modificada por la isque-
mia (1,88 g/l, tabla IV), mientras que se ha observado un au-
mento franco de la misma en las tres series experimentales
restantes (3,13, 3,83, 2,39 g/1). Las tres enzimas estudiadas
han mostrado un comportamiento distinto. En todas ellas se
ha constatado una elevacion significativa de sus niveles plas-
méticos en los animales sometidos a isquemia, sin que nin-
giin tratamiento haya provocado modificaciones sensibles de
estos pardmetros. La tinica excepcién a esta pauta corres-
ponde a la elevacidn significativa de los niveles de SGPT en
los animales tratados con ALLO, frente a los no tratados
(133,80 Ulcc vs. 25,40 U/ece, p<0,01), como se observa en la
tabla V.
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FIG. 1.—Niveles de glucemia, GPT, GOT y LDH en cada una de las

series experimentales. Los controles normales se destacan en color

DISCUSION

Es un hecho aceptado que en el SRI coexisten dos fené-
menos fisiopatol6gicos: las alteraciones anatomo-patol6gi-
cas o estructurales de la pared intestinal y una alteracién ge-
neral o sistémica en forma de shock (4). Respondiendo a es-
ta situacion se han valorado en este trabajo dos pardmetros:
la mortalidad (reflejo de los dos tipos de alteraciones sefia-
ladas) y los indices de lesién macroscépica y mucosa, que va-
loran las alteraciones locales.

La utilidad y expresividad de estos tres pardmetros ha si-
do discutida en publicaciones previas (5). Por otra parte, el
utilizar animales con libre acceso a la comida y bebida, asi
como la instauracién de las medidas terapéuticas por via i.v.
lenta, tras ciento cinco minutos de isquemia, aproxima nues-
tro modelo a una situacién clinica.

El volumen circulante de la rata Sprague-Dawley oscila
entre el 6-7% del peso corporal, lo que supone en los ani-
males utilizados en esta experiencia una volemia de 12-14 cc.
Esto quiere decir que se ha perfundido un volumen de sue-
ro fisiolégico equivalente a unos 800-1.000 cc en el hombre.
Debido a ello, no es de extrafar que esta perfusién haya lo-
grado disminuir la mortalidad, al mejorar las condiciones he-
modindmicas del animal (6). En cambio, el aumento obser-

TABLA IT
Extensién macroscopica de las lesiones, expresada en porcentaje de la longitud intestinal total
(H = hiperemia, I =infarto, T= total)
CONTROL SUERO ALOPURINOL SOD
H I 1 H I T H I T H | 1t
1 14,20 530 1950 28,57 14,88 4345 20,55 BTl e A 26,83 836 -3519
2 19.60. - 13, 10 34,70 3166 1750 4916 16,30 211 19,01 1551 1265 - 2516
3 28,40 0,70 35,10 2015 2359 5134 18,33 - “8R  c0] 18,77 2,04 20,81
4 1220 1730 29,50 20,00 2571 4571 ZERT oS5 XY 8,26 204 10,30
5 17,60 18,06 35,66 3459 816 42,75 2291 416 27,07 1'.-’ 34 1173 2908
X 18,40 1249 30,89 2851 19,97 4648 1999 3,85 23,84 17,34 7,36 24,70
DS 6,29 6,04 6,83 5,47 7,03 3,69 2,68 1,23 3,56 6,67 5,12 9,53
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TABLA I
Grado de lesion histolégica en los distintos grupos de cada
serie experimental
Isquemia Suero SOD Alopurinol

13.220 7.050 8.440 12.825
12.940 9.165 12.000 9.775
13.830 11.610 6.940 10.275
12.885 10.510 7.720 12.330
9.805 10.495 6.935 12.495
12.540 8.760 8.400 11.540
1572 1.748 2.140 1.406

vado en la lesién macroscépica podria parecer, a primera
vista, que contradice lo anterior; sin embargo, sospechamos
que no es sino una consecuencia del incremento de la pre-
sién arterial producido a nivel espldcnico por la reposicién
volémica (7). En este grupo, el ILM ha experimentado una
franca mejoria, beneficio que, a nivel mucoso, es debido no
s6lo al aumento de la perfusién intentinal, sino también al
hecho de que la hemodilucién facilita la captacién y consu-
mo de O, (8).

Tanto el ALLO como la SOD se han utilizado con la fi-
nalidad de disminuir los efectos nocivos de la reperfusion ti-
sular debidos a los RLO. Sin embargo, el mecanismo de ac-
cién de estas sustancias es sensiblemente diferente: mientras
el ALLO inhibe la activacién de la xantino-oxidasa (XO) y,
por tanto, la produccién del ion super-6xido (O,), la SOD
actda degradando este radical hacia formas menos lesivas.
Considerando este aspecto, parece légico deducir que en
principio debiera ser més efectivo el ALLO que la SOD, al-
go que en estudios de fisiopatologia ha sido ya comproba-
do (9).

Algunos autores han sugerido que este efecto beneficioso
del ALLO no se debe sélo a que inhibe la produccién de
RLO, sino que también disminuye el aumento de permea-
bilidad vascular y activacién de los PMN que se observan en
el SRI (10). Esto podria hacer pensar que el ALLO actua-
ria tanto sobre las alteraciones sistémicas como sobre las lo-
cales. Sin embargo, SHATNEY v cols. no encuentran utilidad
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a esta sustancia en un modelo de shock endotéxico en el
perro (11).

La eficacia de la SOD enddgena en la desactivacién del
O, es un hecho ampliamente constatado (12-16). Sin embar-
go, cuando esta enzima se aporta desde el exterior los re-
sultados son més dispares, debido fundamentalmente a su
escasa vida media. Por ello, los mejores resultados se han ob-
tenido en modelos de isquemia parcial o de bajo flujo que
permiten administrar el enzima de manera continua duran-
te el periodo de isquemia (17). En su conjunto, esté bien do-
cumentado que el aporte exégeno del enzima iniciado antes
o simultdneamente con la isquemia aumenta la superviven-
cia de los animales de experimentaci6n (18, 19), disminuye
las lesiones mucosas (20, 21), reduce el aumento de permea-
bilidad vascular (22, 23) y disminuye la peroxidacion lipidi-
ca (22, 24). Sin embargo, al igual que ocurre con el ALLO,
no hemos encontrado referencias de otros autores que la ha-
yan utilizado exclusivamente al final del periodo isquémico
con intencién netamente terapéutica.

La existencia de alteraciones bioquimicas a nivel hepéti-
co y de la glucemia, como consecuencia de la isquemia in-
testinal, es un hecho ampliamente aceptado. Asf, SUSO ALEA
y cols. (25) han observado un franco aumento de la SGOT
y SGPT después de tres horas de isquemia mesentérica en
el perro, sugiriendo que éste se debe a la reduccién del flu-
jo portal, También se ha podido observar que la reperfusion
del intestino isquémico eleva aiin més estas enzimas, acha-
candose este efecto a los téxicos acumulados en el intesti-
no (25). El hecho de que nuestros tratamientos, a pesar de
disminuir la lesién por inhibicién de la génesis de RLO, no
mejoren la bioquimica hepética parecen avalar las hip6tesis
isquémica y téxica. En cambio, estos resultados son dificil-
mente compatibles con una lesién hepética por RLO gene-
rados en el intestino y liberados a la circulacién general.

En cuanto a la hiperglucemia que algunos autores han ob-
servado tras tiempos variables de isquemia intestinal, suele
considerarse que es la respuesta normal al stress quirtirgico.
El hecho de que en nuestras series los animales tratados por
via intravenosa presenten una glucemia mayor que los con-
troles y que los no tratados pudiera deberse a la mayor agre-
sién quirtirgica secundaria a la disecci6n de la vena femoral.

TABLA IV
Glucemia expresada en g/l de cada animal en las diversas series experimentales
Normal Isquemia Suero Alopurinol SOD
1,2500 3,0500 2,2300 3,8200 3,6000
1,2400 1,7200 2,1900 2,4100 3,3300
1,9400 1,6400 4,9100 4,7700 1,4800
1,6800 1,6400 4,2200 4,3200 1,4800
1,4100 1,3900 2,1100 3,8400 2,0800
1,5500 - — - —
1,5100 - — - —
1,3500 — — - —
2,0000 — — - —
2,1800 — - — —
e T 1,6110 1,8880 3,1320 3,8320 2,3940
[t e RS T 0,3297 0,6613 1,3310 0,8860 1,0120
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TABLA V
Niveles enzimdticos en las diversas series experimentales
GPT GOT LDH
Media DS Media DS Media DS

Control 25,40 5.211 55,80 7.627 1437 74,6

Isquemia 40,80 33.740 149,50 42.280 1.222,0 3337

Suero 70,80 19.900 157,00 29.970 1.291,0 3394

Alo]guﬁnol 133,80 28.650 172,20 20.860 1.198,0 185,0

SO i 20.160 155,00 27.590 918,0 3174
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