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Resumen

Un gran nimero de estudios experimentales han intentado
constatar el papel de los radicales libres del oxigeno en la génesis
del sindrome de reperfusion intestinal. En este sentido, han sido
utilizadas numerosas substancias, previamente al establecimiento
de la isquemia, que interferian, neutralizaban o catabolizaban los
radicales libres del oxigeno. Sin embargo, su aplicabilidad tera-
péutica no ha sido probada. En este trabajo se ensaya la utilidad
del alfatocoferol y el dcido félico en un modelo de isquemia y
reperfusion intestinal en la rata. Su administracion se ha realiza-
do por via parenteral durante los momentos finales de la isquemia.
Su eficacia se ha valorado mediante la tasa de supervivencia y
pardmetros histélogicos y bioquimicos. Ambas substancias han
mejorado los pardmetros considerados, mostrandose significativa-
mente mas eficaz el dcido folico.

Palabras clave: Isquemia. Reperfusion. Intestino. Rata. Alfatoco-
ferol. Acido folico. Tratamiento.

EFFICACY OF ANTIOXIDANT THERAPY (FOLIC ACID
AND ALPHATOCOPHEROL) IN INTESTINAL LESIONS
PRODUCED BY REPERFUSION

A large number of experimental studies have attempted to
determine the role of oxygen free radicals on the genesis of the
intestinal reperfusion syndrome. Several substances able to inter-
fere, neutralize, or catabolize the oxygen free radicals have been
administered before the onset of the ischemic process. However
their therapeutic applicability has not yet been proven. In this
study we assess the usefulness of alphatocopherol and folic acid in
an experimental model of ischemia and reperfusion in rats. These
drugs have been parenterally administered at the last stage of
ischemia. The efficacy of this treatment has been evaluated on
survival rate, and on histological and biochemical parameters.
Both substances have improved the variables studied in this inves-
tigation but folic acid was significantly more efficacious.

Key words: Ischemia. Reperfusion. Intestine. Rat. Alphatocophe-
rol. Folic acid. Therapy.

Introduccion

Numerosos autores han estudiado ia fisiopatologia del sindro-
me de reperfusion intestinal (SRI), constatando que en su pato-
genia participan los radicales libres de oxigeno (RLO).

Los primeros trabajos se centraron en valorar los efectos de
ciertos firmacos al interferir la produccidn, neutralizar o cata-
bolizar los citados RLO. Sin embargo, por estar centrados en
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estudios fisiopatoldgicos o patogénicos, los modelos experimen-
tales utilizados no han buscado remedar situaciones clinicas, y
los fairmacos se han aplicado, casi en la totalidad de los casos,
antes o en los primeros momentos de la isquemia. Y asi, se ha
dado mds importancia a las implicaciones patogénicas de los
efectos observados tras la aplicacion de los firmacos en la produc-
cién de RLO, que al estudio de sus posibilidades terapéuticas.

Experiencias previas en nuestro laboratorio' han ilustado la
utilidad terapéutica del alopurinol (ALLO) y de la superdxido-
dismutasa (SOD) administrados en perfusion lenta durante los -
ultimos minutos de un episodio de isquemia mesentérica aguda
en la rata. De los citados farmacos, el ALLO resultdé notable-
mente mas efectivo, lo que justificamos por su actuacién a un
nivel mds precoz de la secuencia fisiopatoldgica. Asi, mientras la
SOD facilita la neutralizacion® de los RLO, el ALLO dificulta su
formacién.

El presente trabajo estudia, en el mismo modelo experimen-
tal, el efecto de otros 2 firmacos con igual mecanismo genérico
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de accion (actividad antioxidante), pero actuando a diferente
nivel (fig. 1): el dcido félico y el alfatocoferol.

Material y métodos

Los estudios se han llevado a cabo en ratas Sprague-Dawley
hembras de 200 g (* 10 g). Para aproximar el modelo experi-
mental a una situacion clinica, las ratas no han sido sometidas a
ayuno previo. Todas las experiencias se han realizado a la
misma hora, evitando de este modelo las variaciones derivadas
de los ritmos-bioldgicos. '

Bajo anestesia con Nembutal® (pentobarbital sédico, 30 mg/
kg i.p.) se someti6 a los animales a 2 horas de isquemia intesti-
nal mediante pinzamiento de la arteria mesénterica superior
(AMS)!.Los diferentes tratamientos se han administrado por via
femoral en perfusion lenta durante los ltimos 20 minutos de is-
quemia',

Se han considerando 4 grupos experimentales segiin el trata-
miento administrado: 1) animales no tratados; 2) suero fisiologi-
co; 3) 4cido félico, y 4) alfatocoferol. En los tres ultimos grupos
la cantidad perfundida ha sido de 2 ml, administrindose el
4cido fdlico (sal cdlcica del 4cido folinico —factor citrovorum—
Lederfolin —Lederle-) en dosis de 0,1 mg/kg y el alfatocoferol
(vitamina E en forma de acetato hidrosoluble —suministrado por
el Servicio de Farmacia del Hospital de Basurto-) en dosis de 20
mg/kg. El grupo de animales a los que tinicamente se perfundié
suero, se incluyé para conocer qué repercusiones se producirian
al inocular la cantidad de 2 mi, por ser la cifra en la que iban a
diluirse ios citados farmacos (4cido folico y alfatocoferol).

Dentro de cada grupo se han realizado dos series de experien-
cias. En la primera se han utilizado un minimo de 5 lotes de
4 animales, a los que se ha dejado evolucionar valordndose la
mortalidad en las primeras 48 horas. En la segunda se han
utilizado § animales para cada grupo experimental, sacrificdn-
dolos 30 minutos después de restablecer el flujo sanguineo para
practicar estudios morfoldgicos y bioquimicos segiin el protoco-
lo que detallamos a continuacion.

Bajo anestesia con éter, se reabri¢ la laparotomia procediendo
a canular, sucesivamente, duodeno, vdlvula ileocecal y aorta
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Fig. 1. Esquema de la fisiopatologia general del sindrome de reperfusion
en el que se sefialan los mecanismos de accién de los farmacos analizados
en este trabajo.
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abdominal. Tras extraer 5 ml de sangre, se lavd la luz intestinal
con suero fisioldgico a 37 °C para, a continuacién, extender el
paquete intestinal en toda su longitud. De esta manera se pudo
medir la longitud del intestino infartado, asi como las zonas de
hiperemia peristética.

Los estudios histoldgicos se realizaron sobre dos muestras
tomadas del ileon terminal (desechando los tres dltimos cm) y
otra extraida de una zona infartada.

Los 3 fragmentos de intestino de cada animal se incluyeron en
un mismo bloque de parafina. De cada bloque se practicaron
tres secciones sucesivas que se montaron en un mismo portay se
tifieron con hematoxilina-eosina. Para proporcionar mayor sen-
sibilidad a la prueba, cada secci6n de intestino se ha dividido en
4 cuadrantes, valordndose en ellos el grado de lesi6n histoldgica
segiin la siguiente escala disefiada en nuestro laboratorio (modi-
ficada de Chiu):

Grado 0: vellosidad intestinal totalmente normal

Grado : epitelio de las vellosidades conservado, pero con
presencia de pequefios despegamientos a nivel apical
(espacios de Griienhagen).

Grado 2: denudacidn apical de las vellosidades.

Grado 3: hemorragia intramucosa ¢ importante desestruc-
turacién de la vellosidad.

Grado 4: desestructuracion total de la mucosa con pérdida
de vellosidades y alteracion morfolégica de la ldmina
propia con despegamiento de la capa muscular.

Con el fin de dotar de un cardcter mds objetivo a este estudio,
las muestras se identificaron con nimeros aleatorios. El grado
de lesién mucosa (GL) se ha obtenido calculando la media de las
9 secciones histoldgicas de cada animal.

Los estudios bioquimicos (glucosa, SGOT, SGPT y GGT) se
realizaron utilizando como controles a 10 ratas no manipuladas.
La sangre de aorta fue recogida y centrifugada a 2.000 rpm,
durante 15 minutos. Las mediciones se han llevado a cabo
utilizando un autoanalizador Hitachi 717, valordndose la gluce-
mia por colorimetria (reaccion de Trinder), la transaminasas
(método de Henry) y la LDH basdndose en el método de Wacker
et al.

Dada la distribucién no normal de los resultados, las mo-
dificaciones de los mismos se han estudiado mediante el rank
sum test, considerando significativas las diferencias con una
p < 0,05.

Resultados

Como puede apreciarse en la figura 2, tanto la administracion
de suero como de alfatocoferol han disminuido la mortalidad
(55,95% y 55 % vs 75 %); sin embargo, la escasa homogeneidad
de los resultados de cada serie resta significacion a este hallazgo
(p=10,20 y p=0,08). En cambio, los animales tratados con dcido
folico presentan un descenso constante de la mortalidad (25 %
vs 75 %; p < 0,01). -

La extensién de la lesién intestinal (dreas hiperémicas y de
infarto hemorragico) se representa en las figuras 3 y 4. En ellas
puede observarse como la administracion de suero fisiol6gico se
ha acompaiiado de un aumento importante de ambos tipos de
lesiones (p < 0,01). La adicién de alfatocoferol al suero ha
disminuido de modo significativo la extensién de las lesiones
consideradas en su conjunto (p = 0,02). Si el estudio se restringe
a las zonas de infarto, los valores se aproximan a los del grupo
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Fig. 2. Mortalidad observada en cada una de las series experimentales.
Destaca el efecto beneficioso del dcido folico.

Fig. 4. Extension de la lesion macroscépica, restringida a los segmentos de
infarto hemorragico y expresada como porcentaje de la longitud intestinal
total,
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Fig. 3. Extension de la lesion macroscopwa expresada como porcentaje de
la longitud intestinal total.

control (p=10,55). En cambio el acido félico ha logrado dismu-
nuir notablemente el porcentaje de intestino lesionado frente a
todos los grupos (p < 0,01).

Los animales que, sometidos a isquemia, no recibieron medi-
cacidn, han presentado un dafio mucoso mas acentuado que los
tratados (GL = 12,54), tal y como puede apreciarse en la figu-
ra . El alfatocoferol (GL = 10,15) ha dado lugar a una disminu-
cién estadisticamente significativa frente al grupo de animales
no tratados (p < 0,05). De nuevo, la administracién de dcido

folico ha disminuido de forma intensa el grado de lesion

(GL = 8,54), con significacion estadistica frente a todos los gru-
pos. En el caso de la administracién de suero, el GL fue de 9,76,
existiendo diferencias significativas frente el grupo control
(p <0,01).

En las determinaciones bioguimicas se observaron comporta-
mientos distintos (fig. 6). Por un lado, la glucemia apenas se ha
visto modificada por la isquemia, mientras que aumenta signifi-
cativamente en los animales tratados. Con respecto a las enzi-
mas estudiadas, en todas ellas se ha constatado una elevacién
significativa de sus niveles plasmdticos en los animales someti-
dos a isquemia. La administracion de suero y alfatocoferol no
provocé modificaciones sensibles de estos pardmetros, aunque
los animales tratados con dcido félico presentaron una elevacion
significativa de SGOT y LDH frente a los no tratados.
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Fig. 5. Grado de lesién mucosa en las distintas series experimentales. Se *
aprecia el efecto beneficioso de la reposicion volémica, que se ve incremen-
tado por la adicion de dcido folico.

Discusion

El cardcter antioxidante del alfatocoferol en los sistemas bio-
logicos es un hecho bien establecido*>. Su liposolubilidad le
permite situarse con facilidad entre los lipidos de las membra-
nas celulares, por lo que se sospecha que es a este nivel donde
ejerce su accion antioxidante, evitando o disminuyendo la per-
oxidacion lipidica producida por los RLO en el citosol®’. Al
igual que otros antioxidantes naturales, se ha utilizado en algu-
nos trabajos experimentales para controlar las lesiones produci-
das por la reperfusion de tejidos isquémicos. Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre con la SOD, ALLO, 4cido félico,
etc., estos estudios se han limitado al higado®®.

El 4cido félico, por su parte, resulta ser un potente inhibidor
de la xantinooxidasa (XO), dificultando de esta manera la pro-
duccién de RLO durante la revascularizacién. Se ha demostrado-
que esta substancia es 10 veces mas efectiva que el ALLO para
inhibir la oxidacién de la xantina por la XO en mamiferos'?.

En la literatura revisada no existe mas que un trabajo sobre el
dcido f6lico en el SRI', y en €l se estudia su efecto sobre
el aumento de permeabilidad vascular producida por la isque-
mia de 60 minutos en un modelo experimental de asa aislada de
gato. Los autores refieren haber logrado con este farmaco una
reduccion significativa del aumento en la permeabilidad vascu-
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intestinales inducidas por reperfusién
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lar, y concluyen que sus resultados avalan la hipétesis de que la
XO es una fuente importante de RLO en el SRIL

Nuestros resultados corroboran los hallazgos de estos autores,
ya que el 4cido folico, administrado justo antes de restablecer el
flujo sanguineo, ha disminuido la mortalidad y la lesién intesti-
nal, tanto microscopica como macroscopica. Con respecto a la
mortalidad, el descenso ha sido superior al provocado por el
ALLO y la SOD, a la vez que en los pardmetros lesionales ha
igualado los resultados de dichos farmacos. En cambio, el alfato-
coferol, a pesar de mejorar los diferentes aspectos estudiados, lo
ha conseguido de una forma mucho menos intensa que cualquie-
ra de las otras substancias analizadas'.

Estos resultados son coherentes con la hipotesis ya comentda:
cuanto mds precoz sea el nivel de actuacion del firmaco mayor
efectividad mostrard en el control del SRI. De este modo, el
acido félico, que actia a un nivel similar al del ALLO, resulta
ser el mds potente. En cambio, el alfatocoferol, que actiia poste-
riormente a la SOD, resulta menos eficaz que ésta.

Asi, nuestros resultados apoyan la sugerencia de Sugino et al®
en el sentido de que el alfatocoferol exdgeno colabora con los
antioxidante enddgenos para disminuir la lesion provocada por
el SRI, actuando de un modo inespecifico a los RLO ya for-
mados.

Los trabajos que estudian las alteraciones bioquimicas que se
producen en el SRI con poco concluyentes. Asi, Pérez-Garcia et
al'? observaron que la ligadura de la AMS durante 3 horas en el
perro se seguia de hipoglucemia y aumento moderado -de las
transaminasas. Sin embargo, una experiencia mds reciente de
los mismos autores', en la que se comparan las modificaciones
producidas por el pinzamiento de la AMS frente a las inducidas
por la oclusion de la arteria hepatica, concluye que en el SRI
existe un claro aumento de la GPT y GOT, y que este aumento
no puede atribuirse a un SRI por disminucién del aflujo de
sangre portal.

Podria interpretarse que, como consecuencia de la disminu-
cién del flujo portal derivado de la isquemia mesentérica, se
produciria un sufrimiento hepético dando lugar a una hiperglu-
cemia (por via de la glucogendlisis) y un aumento de enzimas
liberadas por los hepatocitos (GOT, GPT, LDH).
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Estos resultados positivos a nivel experimental aconsejan pro-
seguir los ensayos con finalidad terapéutica utilizando los dife-
rentes farmacos de tipo antioxidante. Ademds de ampliar el
espectro de substancias para seleccionar las mds eficaces, podria
ser interesante valorar asociaciones de firmacos con mecanis-
mos de accién complementarios.
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