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1. OBJETIVOS

En la actualidad el trasplante de 6rganos esta considerado como una técnica quirirgica
de gran importancia, ya que en muchas patologias es la Unica terapia viable y definitiva. De
ahi el interés no solo en depurar dicha técnica, si no también en minimizar aquellas lesiones
que se producen tanto por la isquemia consecuente a la interrupcion del flujo sanguineo, como
a las debidas a la reoxigenacion siguiente al momento de la reperfusion.

En el presente estudio se observaran los cambios metabolicos y estructurales que se
producen en el intestino delgado de ratas Wistar, tras la isquemia por oclusion de la arteria
mesentérica superior, con reperfusion al cumplirse dos horas de la misma.

Con la intencidon de disminuir las alteraciones fisiopatoldgicas que se producen en el
6rgano, se han utilizado diversas sustancias farmacolégicas, como el alopurinol (26, 142, 203,
204), las ciclosporinas (106, 167), FK506 (71, 81) etc. El objetivo del presente trabajo es el
ensayo de la Pentoxifilina, como droga hemorreoldgica, con la intencién de obsevar su nivel
de utilidad en mejorar y disminuir las lesiones producidas tras la isquemia/reperfusion

intestinal.



2. ANATOMIA Y FISIOLOGIA INTESTINAL

2.1. ANATOMiA

El intestino comprende dos grandes porciones morfoldgica y funcionalmente muy dife-
rentes: el intestino delgado y el intestino grueso o colon. El primero da comienzo en el duo-
deno, a continuacion del piloro, sefialando externamente el limite entre ambos la vena pilérica
transversal. Acaba a nivel de la valvula ileocecal , en donde el colon lo continia hasta el esfin-
ter anal que constituye el final del tubo digestivo.

Intestino Delgado.

Es un tubo cilindrico formado por multitud de flexuosidades, denominadas asas intes-
tinales.

La primera es el duodeno en la cual se distinguen cuatro porciones: la primera o bulbo
duodenal, la segunda, donde desembocan el colédoco y el conducto de Wirsung, que condu-
cen a la luz intestinal respectivamente, la bilis y el jugo pancreatico, la tercera horizontal, que
cruza transversalmente la cava y la aorta, mientras la cuarta, vertical u oblicua, acaba en el lla-
mado angulo de Treitz o duodenoyeyunal.

A partir del 4ngulo de Treitz se suceden las asas yeyunales,de disposicion horizontal,
continuadas luego por las asas ileales. El ileon acaba en la valvula de Bauhin.

En conjunto la longitud total de yeyun-ileon es, aproximadamente, de 530 metros y su
situacion es intraperitoneal.

Histologia

El intestino delgado como el resto del tubo digestivo consta de cuatro capas que, de

fuera a dentro, son la serosa peritoneal, la capa muscular, la submucosa y la mucosa.



La serosa le confiere un aspecto rosado, uniforme y liso, permitiendo amplios y suaves
desplazamientos de las asas.

La muscular esta formada por fibras longitudinales externas y circulares internas, am-
bas lisas; entre los dos planos se dispone el plexo nervioso de Auerbach.

La submucosa rica en vasos y formaciones linfaticas, contiene también el plexo nervio-
so de Meissner.

La mucosa comprende el corion y epitelio absorbente. El corion es una trama conjunti-
va rica en linfocitos. El epitelio esta constituido por una sola capa de células cilindricas con un
polo libre dotado del llamado borde en cepillo. Entre ellas se hallan dispersas las células
caliciformes.

Las células epiteliales se encargan de la absorcion de los alimentos. Con este fin, es
necesario conseguir la maxima superficie posible, lo cual se logra mediante los tres dispositi-
vos estructurales siguientes: a) las valvulas conniventes, b) las vellosidades y c) las
microvellosidades.

a) Las valvulas conniventes o de Kerkring, son repliegues permanentes de la
mucosa.

b) Las vellosidades intestinales son prominencias alargadas de la mucosa, digitifor-
mes y continuas siempre a una cripta o glandula de Lieberkiin.

c¢) Las microvellosidades, que integran el llamado borde estriado o ribete en cepillo

del polo luminal de las células absorbentes (Figural)
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Figura 1. Célula epitelial absorbente.

Irrigacién Arterial

La irrigacion del intestino delgado corre a cargo del tronco celiaco y de la arteria me-
sentérica superior. Las porciones descendente y horizontal duodenales son irrigadas por la
arteria pancreaticoduodenal superior(procedente de la a.hepatica del tronco celiaco) y la parte
final del duodeno por la a.pancreaticoduodenal inferior, rama de la a.mesentérica superior. De
esta ultima nacen después las a.yeyunoileales que discurren entre las dos hojas del mesenterio,
constituyendo entre si arcos anastomoticos, de los cuales parten los vasos rectos que alcanzan

el borde mesentérico del intestino.



A. mesentérica superior.

Es una arteria impar que nace inmediatamente debajo del tronco celiaco, del que esta
separado por la vena esplénica. Situada en el lado izquierdo de la vena mesentérica superior,
se dirige hacia abajo, pasando por detras de la cabeza del pancreas. Se desliza por delante de
la tercera porcion del duodeno, penetrando entre las dos hojas del mesenterio, cuya extension
recorre, siguiendo un trayecto arciforme hasta llegar al extremo distal del intestino delgado.

Ramas de la a. mesentérica superior :

1. A. pancreatico duodenal. Irriga duodeno y pancreas.

2. As. intestinales. Forman numerosos arcos anastomoticos que irrigan las asas yeyuna-

les e ileales.
3. A. iliocdlica. Se dirige a la porcion terminal del intestino delgado y comienzo del
grueso.

4. A colica derecha. Irriga colon ascendente.

5. A colica media. Se dirige a colon transverso.

Retorno Venoso
Las venas afluyen a la vena porta a través de la vena mesentérica superior.

Vena Porta. Afluentes:

1- V. mesentérica superior
2- V. mesentérica inferior
3- V. esplénica
4- V. coronario estomaquica
La vena porta recoge la sangre procedente de la totalidad del tubo digestivo, del pan-
creas, de la vesicula biliar y del bazo.

Sus raices siguen en general la ramificacion de las arterias homonimas.



Los linfaticos van a parar a los ganglios mesentéricos y luego a los paraaorticos.
La inervacion corre a cargo del simpatico, por medio de los nervios esplacnicos, y del

neumogastrico, a través del plexo solar.

2.2 FISIOLOGIA
2.2.1.Funciones Mécanicas
a) Tono
b) Motilidad
2.2.2 Funciones Quimicas
a) Digestion de alimentos
b) Absorcion

¢) Formacion de heces

2.2.1 Funciones mecanicas,

Representadas por el tono y la motilidad intestinal.

Estan presididas por el plexo nervioso de Auerbach cuya accion obedece a los impul-
sos del vago, el cual estimula el tono y la motilidad, y del simpatico , que se conduce en senti-
do contrarto.

Los estimulos fisioldgicos que desencadenan los movimientos intestinales son de carac-
ter primordialmente mecanico, en especial, la distension parietal que desencadena el reflejo
gastrocolico. La propia pared intestinal produce una hormona, la colina, que estimula el peris-
taltismo. Las hormonas neurohipofisarias (oxitocina) y las tiroideas estimulan la motilidad

intestinal.



a) El tono es comun al intestino delgado y al grueso, encargandose de adaptar adecua-
damente las paredes intestinales al contenido del mismo.

b) La motilidad, en cambio, es mas compleja y varia del delgado al grueso.

En el Ldelgado se distinguen tres formas de motilidad:

- Movimientos segmentarios, para el amasamiento del contenido.

- Movimientos pendulares, de balanceo, para mejor mezcla del contenido
intestinal.

- Movimientos peristalticos, que por contraccion y relajacion sucesivas de las
fibras musculares, originan ondas impulsoras que arrastran el contenido del delgado hacia la
valvula ileocecal.

En el colon los movimientos segmentarios son poco manifiestos, mientras que los pe-
ristalticos destacan por dos caracteristicas: son muy enérgicos, arrastrando rapidamente el
contenido intestinal distalmente, y aparecen muy espaciados en el tiempo, en nimero de dos o

tres trenes de ondas al dia.

.2.2 Funciones quimicas,

a) Digestion de los alimentos. Tiene por objeto, descomponer los alimentos
de la ingesta en principios inmediatos solubles y de pequefio peso molecular, capaces de ser
absorbidos ulteriormente por la mucosa intestinal.

La digestion se inicia en la boca, prosigue en el estdbmago, pero donde alcanza su cul-
minacion es en el intestino delgado, gracias a la intervencion de :

- Jugo pancreatico.

- Jugo intestinal .

- Secrecion biliar.



- Hormonas intestinales.

- Jugo pancreatico, cuyos fermentos son: carboxipeptidasas; tripsina, quimotripsina,
que actuan desdoblando las proteinas y peptonas en polipéptidos y dipéptidos; amilasas, que
desdoblan el almidon en dextrinas y disacaridos; y lipasas, que disocian las grasas neutras en
acidos grasos y glicerina.

- Jugo intestinal. Sus enzimas son: peptidasas, que desdoblan los polipéptidos y liberan
aminoacidos absorbibles;, maltasa, invertasa y lactasa, que desdoblan, respectivamente, a la
maltosa, sacarosa y lactosa.

- Secrecion biliar, que llega al intestino gracias a la colecistoquinina. Los acidos grasos

actuan sobre las grasas, convirtiendo estas sustancias liposolubles en hidrosolubles, facilitando
su absorcion.

- Hormonas intestinales. En la mucosa intestinal existen unas células pertenecientes al

sistema APUD. El nombre proviene de las iniciales de las palabras inglesas Amine, Precursor,
Uptake, Decarboxilase, que aluden a sus propiedades mas importantes:
- Contienen aminas fluorogénicas (catecolaminas, 5-hidroxi- triptamina)
- Captan precursores de aminas (dopa).
- Decarboxilan los aminoacidos.
Estas células segregan varios polipéptidos de accion hormonal activos sobre el proceso
digestivo como son: gastrina, entero-glucagon, secretina, colecistoquinina-pancreozimina, po-

lipéptido inhibidor gastrico y polipéptido intestinal vasoactivo.

b) Absorcién intestinal de agua, electrolitos , principios inmediatos, vi-
taminas y de algunos oligoelementos.

Cabe considerar tres tipos de absorcion:



- Absorcion pasiva o difusion, a favor de un gradiente de concentracion y que no con-
sume energia.

- Absorcion activa, en contra del gradiente de concentracién y con consumo de energia
procedente de la glucolisis aerobia.

- Absorcion por difusion facilitada que no requiere energia y utiliza un transportador.

Agua y electrolitos. La absorcion de ambos esta intimamente relacionada entre si. Se

sabe que el transporte de electrolitos ( en particular del Na") es un proceso activo, que exige
energia. Existe la llamada "bomba de sodio" dispuesta en la célula intestinal, la cual captaria el
ion Na’, intercambiandolo con iones H', con independencia de su concentracién en la luz in-
testinal. En cuanto al agua, se difundiria pasivamente, en funcion de la diferencia de presion
osmotica local, entre la superficie sanguinea de la célula intestinal y la luminal .

Hidratos de Carbono. Se absorben en forma de los monosacaridos glucosa, fructosa y

galactosa. La Glucosa, dentro de la célula intestinal, se combina con ATP en presencia de he-
xoquinasa, resultando glucosa-6-fosfato y ADP. Queda establecido un gradiente de glucosa
intra y extracelular, que determina el transito de la hexosa al interior de la célula intestinal. En
la porcion hematica de la célula y bajo la accion de la enzima glucosa-6-fosfatasa, se converti-
ra en glucosa libre pasando a la circulacion .

Proteinas. Se absorben en forma de aminoacidos, por medio de mecanismos poco co-
nocidos, pero probablemente, semejantes a los de los azlicares.

Grasas. La grasa de la dieta esta formada, fundamentalmente, por triglicéridos. En el
yeyuno, gracias a la accion de la lipasa del jugo pancreatico, se produce una hidrolisis parcial
de las mismas. Seguidamente intervienen las sales biliares, que se disponen alrededor de los

acidos grasos ofreciéndoles sus polos liposolubles, mientras que exponen al exterior ( luz del

10



tubo digestivo ) los hidrosolubles, quedando constituidas micelas hidrosolubles que permitiran

su absorcion (Figura 2).

Gotita de grasa
LUZ INTESTINAL

‘ . .
‘Acudlos grasos + Calcio

Dispersién v .
@ Jabones

v
molecular T
1
v
o
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AWV

Microvellosidades

Zona de Golgi

Célula

intestinal ,
Reticulo
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Espacio
ntercelufar
Mi \ -
VASO SANGUINEO VASOQO LINFATICO
(hacia la vena porta) (hacia el conducto

tordacico)

Figura 2. Absorcion de las grasas por pinocitosis.

- Vitaminas.

Su absorcion dependera de que sean hidro o liposolubles. Las primeras atraviesan la
mucosa intestinal sin dificultad, las liposolubles se absorben junto con las grasas.

¢) Formacién de las heces.
Las heces estan formadas por dos componentes principales: escorias y materia fecal

propiamente dicha. Las escorias estan constituidas por restos de los alimentos indigeribles, no

1



digeridos o no absorbidos. La materia fecal la forman las secreciones entéricas (sales, mucina
pigmentos y fermentos), los productos de descamacion de las paredes del tubo digestivo, y so-

bre todo, por las bacterias de la flora intestinal.

2.3. PRUEBAS FUNCIONALES

Las técnicas clasicas de estudio de la capacidad de absorcion de la mucosa intestinal
son :

- Prueba de la D-xilosa.

Muestra el poder de absorcion del intestino para los aziicares. Esta aldopentosa se
reabsorbe pasivamente o por absorcion facilitada, a diferencia de lo que ocurre con la glucosa,
que lo hace por absorcion activa. La xilosa no se metaboliza en el organismo, por lo que su
eliminacion urinaria esta en directa proporcion a la cantidad administrada y absorbida (200).
Su administracion es oral y su determinacion en orina recogida a las 5 horas. Explora duodeno
e intestino delgado proximal.

- Prueba de la sobrecarga de azicares.

Realizable en mono y disacaridos. Suele efectuarse con lactosa, la cual en presencia de
la enzima intestinal lactasa, es desdoblada en glucosa y galactosa, determinandose la primera a
lo largo de 2 horas, con intérvalos de 30 minutos.

- Prueba de tolerancia a la glucosa.

La curva de glucemia con sobrecarga oral de glucosa, sirve también para enjuiciar la
absorcion intestinal. En los procesos de malabsorcion se observa una curva plana (8, 200).

- Prueba de absorcién de la vitamina B,,.

Identifica malabsorcion de origen ileal. Consiste en la administracion de un preparado

de vitamina B,, marcado con un isétopo del cobalto, y determinacion subsiguiente de la

12



radiactividad en plasma, orina o heces. El método mas utilizado es el Test de Schilling, con
doble is6topo. Se realizara el contaje en la orina emitida durante 24 horas, tras la inyeccion de
las moléculas marcadas con Co’” y Co™. Explora el intestino delgado distal (8).

- Prueba de tolerancia a la Vitamina A,

Se practica administrando dicha vitamina, pasando luego a la determinacién del nivel
plasmatico de la misma y de los carotenos. Estos niveles apenas se elevan en los pacientes con
malabsorcion (8).

- Prueba de absorcion de Ac.Folico.

Se determina por radioinmunoanalisis.

- Test de manitol-celobiosin.

Proporciona informacion sobre la permeabilidad del epitelio intestinal. Se administra
una solucion con estas sustancias, en ayunas, y se determina su eliminacion en la orina de las 5
horas siguientes (37).

- Técnica de Polietilenglicol 400.

Detecta cambios patologicos en la permeabilidad del intestino delgado proximal
(28,29).
- Para determinar la accion de la Superdxidodismutasa y la Xantinoxidasa sobre la le-

sion del intestino, producida tras la isquemia reperfusion, se utiliza el método del nitroazul de

tetrazoilo (168 ) para la primera, y la formacién de ac. tirico como expresion de la segunda.

Estas determinaciones se realizan sobre el tejido lesionado (185).
- Medicién de la actividad de la Na-K-ATPasa en las microvellosidades intestinales,

para seguimiento del efecto de la isquemia sobre el 6rgano. Método de Chudry (194).

- Aclaramiento de albiimina como indice de integridad mucosa ,y aclaramiento de

células de la serie roja , si la inflamacion intestinal es un componente significativo de la lesion
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mucosa. El método del aclaramiento plasmatico, para el estudio "in vivo" de la integridad de la
barrera epitelial, refleja aquel volumen de plasma depurado de la sustancia en un tiempo dado

(40, 59).

Concentracion luminal, Perfusion luminal

Aclaramiento =

Concentracion plasmatica. Peso tisular.

- Evaluacion del transporte ionico de la mucosa y la utilizacién de glutamina. El

transporte ionico representado por la diferencia de potencial transmembrana, y la respuesta a
la glutamina, estan disminuidos en los injertos rechazados (112).

- Determinacion de fosfatos de alta energia, mediante cromatografia liquida de alta

resolucion. El contenido de estos fosfatos en un 6rgano, tras el periodo de almacenamiento del
mismo, esta directamente relacionado con la funcion del injerto trasplantado (21,192).

- Test de permeabilidad intestinal mediante Lactulesa-L-ramnosa. Modificacion del

ya descrito test de sobrecarga de azicares.

- Test de absorcién de la Maltosa. Resulta util para valorar la funcion enzimatica del

borde en cepillo, de las vellosidades intestinales (68).

- Aclaramiento de Cr® EDTA, de plasma a lumen. Ofrece informacion sobre el esta-

do de permeabilidad de la mucosa intestinal (95, 107, 108).
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3. TRASPLANTE DE ORGANOS.

3.1. SITUACION ACTUAL.

En el momento presente las lineas de investigacion abiertas, dirigidas a conseguir la
viabilidad de los trasplantes de 6rganos y tejidos son:

- Estudio pormenorizado de la lesion producida por la isquemia / reperfusion, con el
fin de alcanzar un mejor conocimiento de la misma y poder modificar aquellos procesos que
contribuyen a la extension de la lesion.

- Estudio de métodos de preservacion de 6rganos, para lograr aquella solucion que re-
sulte 6ptima para cada 6rgano.

- Tratamiento farmacologico o fisico (radioterapia) del donante y/o receptor del 6rga-

no, con la intencion de minimizar las reacciones inmunologicas que provocan el rechazo.

3.2. TRASPLANTE DE INTESTINO DELGADO

En 1959 Lillehei et al (114) describieron , por primera vez, la técnica del trasplante or-
totopico de intestino delgado en el perro. Con ésto demostraron que esta modalidad de tras-
plante era posible, pero el entusiasmo inicial fue decayendo al observarse una supervivencia
muy corta debido, fundamentalmente, al rechazo del injerto y a la muerte por sepsis.

El trasplante de intestino delgado (ID) presenta unas dificultades y caracteristicas pro-
pias, que le diferencian del de otros drganos, posiblemente debido a la gran riqueza de tejido
linfoide que existe entre sus estructuras: ganglios linfaticos mesentéricos, placas de Peyer y la-

mina propia (225).
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Esta particular constituciéon condiciona la aparicion de una patologia que puede surgir
tras el trasplante, ésta es la enfermedad injerto contra huésped, en la que se produce una
invasion de células linfoides desde el 6rgano injertado hacia las células del huésped, dando lu-
gar a una competitividad inmunoldgica dificil de ser controlada (86). Esta patologia es dife-
renciable histologicamente del rechazo, pero también puede llevar al fracaso del injerto.

El éxito final del trasplante, solo es posible, si se llega a una simbiosis armonica entre
las células del injerto y las del huésped, apreciandose que ésto es lo que ocurre en aquellos
trasplantes que alcanzan larga duracion (90).

Los modelos experimentales utilizados han sido muchos, cada uno con unas ventajas y
unos inconvenientes. Lillehei RC (114) utilizo para el trasplante de intestino delgado a perros,
a los cuales se les extraia el 6rgano para ser posteriormente autotrasplantado. Se han practi-
cado diferentes modelos de emplazamiento orto y heterotopico del ID, con distintos drenajes,
portal o sistémico para estudios funcionales e inmunologicos.

Monchik GJ y Russell PS (132) practicaron en 1971,el trasplante experimental de ID a
grupos de ratas, en los que unas eran las progenitoras y otras sus descendientes, observando
que si el trasplante era de padres a hijos solo se producia la enfermedad injerto contra huésped
(posteriormente detallada), mientras que si era de hijos a padres lo que acontecia era el
rechazo.

Zhong R et al (231) desarrollaron en 1993 un modelo de trasplante intestinal en raton,
estableciendo dos anastomosis, una entre aorta del donante y aorta del receptor, y otra entre
vena porta del donante y vena cava superior del receptor. La mortalidad inicial, tan alta, la
atribuyen al shock, trombosis arterial y sepsis postoperatoria. Establecen una serie de puntos,
0 consejos, a tener en cuenta para disminuir estas complicaciones:

- Refinamiento de la técnica quirtirgica.
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- Minimizar las lesiones isquémicas del injerto, tanto en el donante como en el
receptor.

- Usar parche adrtico y aortotomia eliptica para la anastémosis.

- Administrar grandes volimenes de cristaloides, para mantener una presion
sanguinea normal, durante las intervenciones del donante y del receptor.

- Usar antibiéticos de amplio espectro en la profilaxis postoperatoria.

Por otra parte, los esfuerzos encaminados a encontrar farmacos, que intervinieran ‘se-
lectivamente en el sistema inmunoldgico, tuvieron su fruto con el aislamiento de la Ciclospori-
na por Borel en 1976, cuyo efecto se centra sobre los linfocitos T. Esta droga permitié tomar
con un nuevo interés el trasplante de intestino (55).

Posteriormente se han ido ensayando otras sustancias activas sobre el proceso inmuno-
logico, como pueden ser la FK506 (20, 42, 71, 171, 176, 210,213) o la Rapamicina (32).

En este sentido de la investigacion, los avances en biologia molecular ofrecen una pro-
metedora via de actuacion, ya que los anticuerpos monoclonales van a permitir una actividad
cada vez mas especifica y selectiva sobre las diversas lineas celulares (35, 81, 94).

Otro problema a resolver es el de la dificil preservacion de éste organo, lo que limita el
tiempo, y por tanto, las posibilidades de hallar un donante compatible con el receptor.

Son pues varias e importantes las cuestiones a solucionar para lograr el éxito en este
proceso quirurgico, que sigue siendo la unica posibilidad terapéutica definitiva en los casos de
isquemia intestinal, asi como en la atrofia congénita de microvellosidades intestinales, que
acaece en algunos lactantes, y que siempre resulta mortal.

Existe constancia de trasplante de ID en nifios, realizado con éxito, como describen
Oliva MM et al (148) en un caso infantil de la enfermedad de inclusiones en los micrivilli, que

es una rara enfermedad congénita, que aparece ya en el recién nacido y lleva a una
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dependencia cronica de la nutricion parenteral, con alta mortalidad. Este caso fue tratado con
un trasplante de ID, alcanzando el éxito y posibilitando la normal alimentacién enteral del ni-
fio. Hay otros autores como Tzakis AG et al (210), que realizaron trasplantes demostrando
que es factible en los pacientes pediatricos; con un tratamiento previo inmunosupresor consis-
tente en FK506 y combinando el trasplante de ID y de higado, en el caso de que éste presen-

tara fallo con hipertension portal.

3.2.1 Inmunosupresion y Trasplante de Intestino Delgado

El mayor avance en este campo lo supuso el aislamiento de la ciclosporina (CyA), pe-
ro antes de que ésta estuviera disponible, se utilizaron otros agentes inmunosupresores.

Taylor RMR et al (197) utilizaron azatioprina en el trasplante experimental con pe-
rros, logrando sélo un ligero aumento en la supervivencia de los mismos.

En 1966 Preston FW et al (159) afiadieron prednisona a la azatioprina, consiguiendo
un aumento en la supervivencia de 9 a 27 dias.

Hardy MA en 1970 (69) utilizo, ademas de estas drogas, suero antilinfocitico, alcan-
zando una supervivencia de 38 dias.

Ciclosporina A.

Con la aparicién de la Ciclosporina (CyA) mejoraron las perspectivas, asi Reznick
RK et al (165) en un trabajo de 1982, reporta una supervivencia de 90 dias, tras la administra-
cion de este farmaco por via intramuscular; aunque muchos de los perros a los que se les prac-
tico el trasplante murieron de neumonia, quizas agravada por la malnutricién o por las altas
dosis de CyA utilizadas.

En 1988 Schraut WH (176) constata la alta efectividad de esta droga, incrementando

la supervivencia de los injertos realizados en modelos alogénicos de ratas.
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Segun las experiencias de Grant D en 1990 (53), sobre trasplantes de ID realizados en
cerdos, la mayor rentabilidad de la CyA se consigue al administrarla por via intravenosa duran-
te los primeros 7-10 dias, pasando luego a la via oral durante 3 6 4 meses mas; sin embargo, la
CyA tiene el inconveniente de su nefrotoxicidad, pudiendo incluso inducir a la malignizacion
del 6rgano.

Parece que el tratamiento endovenoso con CyA, esta justificado durante el primer pe-
riodo postrasplante, quedando todavia por valorar el beneficio de la continuidad del mismo
por via oral, asi como sus efectos secundarios, entre los que se incluyen la accion citotdxica
directa sobre las células endoteliales, que provocan un aumento en la resistencia vascular re-
nal; también se le atribuye una accidn vasoconstrictora de la arteriola aferente principal que
determinarian los cambios glomerulares e intersticiales asociados a la nefrotoxicidad de la
CyA.

FK506. Rapamicina.

Hay otras sustancias de mas reciente sintesis, como FK506 y Rapamicina, ambas son
macroélidos producidos por una bacteria, el Streptomices spp., con una potente actividad inmu-
nosupresora. Tanto CyA como FK506 contrarrestan la estimulacion mitégena y antigénica
ocurrida en la fase temprana de la activacion de los linfocitos T, mientras que la Rapamicina
interviene en la sintesis de DNA. Las tres drogas ejercen su accion sobre unas proteinas de
unién denominadas inmunofilinas, las cuales poseen una actividad cis-trans peptidil prolil iso-
merasa.

Hay evidencias de que FK506 y Rapamicina se situan en el mismo lugar de union,
mientras que CyA se une a una ciclofilina similar, pero no idéntica. Es probable, que ésta sea

la razon por la que la Rapamicina se muestra antagonista de la inhibicion inducida por FK506
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sobre la proliferacion de células T, y a su vez, la FK506 actiia como antagonista de la accion
de la Rapamicina.

Combinaciones de CyA y FK506 o CyA y Rapamicina, llevan a una mejor inhibicion de
la respuesta mitdgena y antigénica inducida por las células T.

FKS06.

Hoffmann et al (81) realizaron en 1990, un amplio estudio sobre el uso de esta sustan-
cia, en el trasplante de ID de ratas. Demostraron que a largo plazo, la FK506 resultaba mas
efectiva que la CyA, en la prevencion del rechazo agudo, asi como de la enfermedad injerto
contra huésped, en modelos semialogénicos. La dosis que utilizaron en dichas experiencias fue
de 2 mg/Kg/dia durante los dias 0 a 6 postrasplante. Para obtener las mismas cifras de supervi-
vencia necesitaban dosis de CyA 20 veces mayores. Otro hecho observado fue la capacidad de
FK506 de hacer reversible un proceso de rechazo ya en curso.

Hay otros muchos autores que han experimentado con ella, como Hatazawa C et al
(71), que en 1992, lograron prolongar la supervivencia, administrandola a razon de 1
mg/kg/dia durante 8 semanas.

Lee KKW et al (111) consiguieron hacer reversible el rechazo, establecido tras tras-
plante de ID en rata, mediante FK506. Realizaron aloinjertos de intestino de ratas Lewis
(receptores) y Brown-Norway (donantes). Se les administré 5 dias CyA , pero desarrollaron
signos de rechazo; entonces, se les tratd con FK506 consiguiendo hacer reversible éste y lo-
grando una mayor supervivencia que en aquellos animales no sometidos a este tratamiento.

Rapamicina.

Strepkowski SM et al, en 1991 (190), lograron con sus experiencias en trasplantes de

rifion y de intestino delgado practicados en ratas,un aumento significativo de la supervivencia,
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administrando dosis de Rapamicina de 0'80 mg/Kg/dia por via intravenosa, durante los 14 dias
siguientes al trasplante.

Se ha visto que hay una accion sinérgica entre Rapamicina y CyA (32). La Rapamicina
suprime un mayor espectro de la via de activacion de las células T , que FK506 o CyA.
Tanto FK506 como Rapamicina se han mostrado mas potentes y menos toxicas, como agen-
tes inmunosupresores, que CyA en el trasplante experimental de intestino delgado (190), pero
son drogas que todavia deben ser mas ensayadas clinicamente.

Dentro del campo de la inmunosupresion, los anticuerpos monoclonales tienen un

gran futuro gracias a su alta especificidad. Estas inmunoglobulinas estan siendo todavia hoy
ensayadas. Yanataka T et al en 1993 (227), utilizaron con éxito el tratamiento con Ac.mono-
clonales anti-ICAM-1 en el trasplante de ID de ratas, administrandolo por via intraperitoneal,
los 5 dias siguientes a la intervencion; observando que con este tratamiento se retrasa la apari-
cién de un rechazo.

Inmunomodulacion,

Hay numerosos estudios que apoyan el precondicionamiento del receptor con transfu-
siones de sangre del donante especifico, lo cual puede mejorar la supervivencia. Otro pretra-
tamiento utilizado consiste en la administracion de suero antilinfocitico (69).

Se ha trabajado también combinando este pretratamiento con la administracion de CyA

o con FK506 consiguiendo de esta forma una accién sinérgica (69).

Otra practica, en este sentido, es la irradiacion con rayos ultravioleta B de las células
transfundidas, intensificando los efectos de la transfusion con células del donante (35)

Se ha observado que las transfusiones de leucocitos irradiados combinadas con la ad-
ministracion de bajas dosis de CyA, durante un periodo corto de tiempo, es significativamente

beneficioso en prolongar la supervivencia del injerto de ID (230).
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3.2.2. Enfermedad Injerto-contra-Huésped (EICH)

Los primeros autores en observar que el trasplante experimental de intestino delgado
(ID) puede producir esta patologia fueron Monchik y Russel en 1971.(132)

Esta enfermedad presenta similitudes histologicas con la producida tras un trasplante
de médula osea, y esta causada por los linfocitos T originados en el tejido intestinal trasplan-
tado y sus nédulos linfaticos mesentéricos, los cuales invaden los tejidos proximales del recep-
tor. Clinicamente los signos observados en un animal con este proceso son: dermatitis
alopecia, postura encorvada y eventualmente, muerte del mismo.

La relacion entre EICH y rechazo es incierta, y varia segun los modelos experimenta-
les. En los injertos alogénicos de ID completos, parece que se da con mayor frecuencia recha-
zo que EICH (132).

Hay otros autores como Cohen Z et al (38), que mantienen. la teoria de que el desarro-
llo de una EICH subclinica, conlleva una mayor supervivencia del injerto, de forma que, el in-
jerto que vence esta enfermedad es un injerto resistente, con altas posibilidades de
supervivencia. Podemos encontrar referencias, ya en los afios 60, de que la EICH deprime la
reactividad inmunoldgica del huésped (84). Este hecho se observa claramente con la reduccion
de células T en el trasplante de médula 6sea. Por un lado esta depleccion celular disminuye la
posibilidad de una EICH aguda, y por otro ésto puede aumentar la posibilidad de rechazo. La
EICH solo se produce en el trasplante de 6rganos con gran riqueza linfocitica, como son, ba-
zo, médula 6sea e ID.

Histopatoldgicamente, la EICH se caracteriza por una pérdida de la arquitectura nor-
mal del bazo, nodulos linfaticos y timo. Esto lleva a una profunda inmunosupresion, con em-
peoramiento de la respuesta humoral y celular (54). Esta depresion inmunologica justifica,

probablemente, el balance observado "in vivo" entre rechazo y EICH.
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Hay unos trabajos realizados por Gundlach M et al en 1992 (62), en los que se refiere
la linfadenectomia mesentérica, como un método util para eliminar la posibilidad de una EICH,
pero que no influye en el curso de un rechazo agudo en los receptores sometidos a una inmu-
nodepresion. Un hecho observado por Pirenne J et al en 1990 (156), es que la administracion
de CyA no es efectiva para prevenir el rechazo en el trasplante de ID,si se le combina con una
linfadenectomia mesentérica.

Para tratar de controlar tanto la EICH como el rechazo se ha de actuar sobre la inmu-
nogenicidad disminuyendo el volumen de leucocitos en el injerto. Por otra parte, los tratamien-
tos inmunosupresores aplicados sobre el receptor, para prevenir el rechazo, pueden tener
distintos efectos sobre la EICH, asi algunos la previenen aunque con menor efectividad que el
rechazo, como es el caso de CyA, y otros pueden incluso incrementarla como ocurre con la
FK506 (19,20).

Se han probado muchos métodos para disminuir la EICH en los trasplantes de ID, po-
demos citar:

- La irradiacion del cuerpo entero del donante, antes de proceder al trasplante.

- La linfadenectomia mesentérica.

- La reduccién del tamafio del injerto.

Otra consideracion sobre la EICH es su relacion con el Factor de Necrosis Tumoral
(a-TNF). Se ha comprobado que bloqueando la actividad del o-TNF, se reduce la mortalidad
por EICH en los trasplantes de médula 6sea, y previene las lesiones dermatoldgicas e intestina-
les que acompafian a dicha patologia (155). Esto sugiere que la terapia con anticuerpos anti-o
TNF puede ayudar a reducir la severidad o letalidad de la EICH. Hay otras citoquinas que po-

drian participar en la patogénesis de la EICH, siendo importantes también en el rechazo del
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injerto (137). La terapia con anti-citoquinas podria, por tanto, ser evaluada junto con otras
modalidades inmunosupresivas.

Chowdhurg NC et al (35), en un estudio de 1993, sugieren el pretratamiento de las cé-
lulas medulares del donante con rayos UV-B, para mejorar la tolerancia del trasplante de ID
en ratas y evitar la EICH. Langrehr JM et al (109), realizaron en 1994 estudios de trasplante
de ID en ratas Brown Norway y Lewis, en los que se producia la EICH. Comprobaron me-
diante histologia, que en la mayoria de los rechazos se detectaban antigenos de histocompati-
bilidad clase 1 en los donantes; por lo que aconsejan detectar la presencia de estos antigenos

antes de realizar el trasplante, para evitar la presencia de una EICH, ya que se correlacionan.

3.2.3. Fisiologia del Injerto.

Al realizarse un trasplante de intestino delgado (ID), éste va a sufrir ciertas modifica-
ciones en sus funciones nutritiva, motora, hormongl e inmunologica, ésto es debido a diversas
razones como son la isquemia, la alteracion linfatica y la denervacion, causada por los procedi-
mientos quirurgicos, asi como las alteraciones inmunoldgicas originadas por la administracion
de drogas inmunosupresoras.

El objetivo del trasplante de ID debe ser el solucionar los sintomas del llamado Sindro-
me de Intestino Delgado. Este tratamiento debe prevenir, a largo plazo, la malnutricion, deri-
vada de la Gnica alimentacion parenteral a la que estan atados estos pacientes, tanto en el
individuo adulto, como en el pediatrico, permitiendo a éste un crecimiento normal.

Funcion Nutritiva.

La mejor prueba para saber si un trasplante funciona bien, es comprobar si es capaz de
llevar a un crecimiento y desarrollo normal, de forma que el receptor, en caso positivo, pre-

sentara un aumento de peso. La recuperacion de esta funcion sera lenta, ya que al principio, se
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vera alterada debido a las interrupciones estructurales, linfatica y neural ocurridas con la
cirugia.

Los animales sometidos a trasplante de ID experimental presentan, cominmente, es-
teatorrea y alteraciones en la absorcion de la D-xilosa, incluso un afio después del trasplante
(199).

Son necesarios, todavia, muchos estudios para determinar que el funcionamiento , a
largo plazo, de un trasplante de ID es factible tanto en el receptor joven como adulto, y de es-
ta forma lograr obviar la nutricion parenteral total y comprobar que este cometido es restaura-
do por un buen funcionalismo intestinal.

Funciéon Inmune.

La mucosa intestinal es una barrera fundamental frente a los antigenos alimenticios y
microbianos, por lo que su respuesta ante los mismos debe ser apropiada; para ésto la integri-
dad de la mucosa, tan vulnerable, debe mantenerse y asi evitar la posible diseminacién de in-
fecciones, que se verian facilitadas por la gran carga bacteriana del contenido intestinal (206).

La mucosa también debe proteger al organismo de las reacciones adversas, que se pue-
den producir frente a antigenos de origen no patogeno. Se han observado reacciones inmuno-
légicas hacia antigenos inocuos, a la que se ha denominado como "tolerancia oral" (206). Los
mecanismos de regulacion inmunoldgica en el intestino, no han sido todavia bien definidos.

La estrategia de mayor efectividad de la inmunidad mucosa, parece ser la secrecion de
inmunoglobulinas, producidas por los linfocitos B en ella contenidos. Esta liberacion de inmu-
noglobulinas es, sobre todo, de clase IgA, que es transportada a la luz intestinal, a través de
las células epiteliales de las criptas de Lieberkiin.

En el epitelio intestinal se encuentran localizados numerosos linfocitos T. En contraste

con los de la 14mina propia, estos linfocitos estan en contacto directo con las macromoléculas
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en transito a través del epitelio. Su funcion es todavia oscura, pero parecen intervenir en reac-
ciones citotdxicas e inmunosupresivas.

Ademas de estos linfocitos de disposicion aislada, el intestino contiene nddulos linfati-
cos independientes y en agregados linfaticos constituyendo las placas de Peyer. Este es, proba-
blemente, el lugar de mayor sintesis de IgA del tejido linfatico intestinal. La IgA producida
puede migrar a otras localizaciones del sistema linfatico como el pulmon, glandulas mamarias,
glandulas salivares y glandulas lagrimales (206). La funcién inmune en los trasplantes de intes-
tino es todavia mal conocida, habiéndose encontrado tanto en humanos como en animales de
experimentacion, que los linfocitos del injerto son reemplazados por células del receptor, sin
que ésto suponga un rechazo (90).

Funcion Motora.

La motilidad del tracto superior del intestino normal esta bien caracterizada. El esto-
mago y el ID desarrollan distintos patrones de motilidad segun la situacion de ayuno o de
alimentacion.

Durante el ayuno, o periodo interdigestivo, el tracto superior del intestino muestra un
patron de motilidad espontaneo, recurrente y ciclico, llamado "complejo motor migratorio”
(CMM) o "complejo mioeléctrico interdigestivo" (CMI). La comida interrumpe este patron e
induce un patron menos definido, no ciclico, intermitente, compuesto por comtracciones de
baja amplitud que persisten durante un periodo variable de tiempo, dependiendo del tipo y
cantidad de alimento. Estos patrones son fisiologicamente muy importantes para permitir la
alimentacion oral.

Durante el ayuno, el CMM arrastra los alimentos no digeribles desde el estomago e ID,

ejerciendo una funcion de "mantenimiento intestinal".
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El cambio en el patron motor, provocado por la comida, estd encaminado a aumentar
la mezcla y facilitar su absorcion. El hecho de que la presencia de la comida sea capaz de esti-
mular un pafrén de contracciones, implica que el sistema nervioso intrinseco del intestino, es
capaz de generar este patron motor sin la informacion procedente del SNC.

En trasplantes de segmentos intestinales en ratas, no se observa un restablecimento del
patrén motor basal normal, hasta después de transcurridas 3 semanas de la intervencion
(215). La recuperacion de esta motilidad y de su funcién de mantenimiento, son necesarias pa-

ra la alimentacion, pero también para evitar las disbacteriosis.

3.2.4. Rechazo del Injerto. Monitorizacién.

Los marcadores serologicos del rechazo de un injerto intestinal son, hoy por hoy, toda-
via inespecificos. La histologia sigue siendo el patron estandar para diagnosticar el rechazo,
pero ésta implica ciertos inconvenientes como son la agresividad de la técnica, junto con el pe-
ligro de perforacion intestinal. Son necesarias biopsias seriadas para controlar la evolucion del
posible rechazo, lo que incrementa su peligrosidad.

La evaluacion endoscopica e histologica del rechazo en el trasplante de ID de ratas,

puede ser clasificada en unos estadios progresivos, segun Toyama N (207) establece en un es-
tudio de 1993; éstos grados son:

- Estadio I. Al 3% dia del postoperatorio. La mucosa del injerto intestinal muestra pali-
dez desigual y pérdida del fino patron de la red capilar, acompafiandose de microerosiones.

- Estadio II. Entre el 4° y 5° dia. El dafio se extiende progresivamente por toda la
mucosa.

- Estadio II1. Entre el 6° y 7° dia. El epitelio, necrético, se encuentra separado, suelto,

mostrando multiples tlceras que provocan enteritis hemorragica.
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- Estadio IV. Durante los dias 10 a 14. El rechazo del tejido es completo, con necrosis
total y formacion de un tejido cicatricial blanco.

Dentro del método histologico se han buscado, y se buscan actualmente, signos celula-
res que den una informacion precoz del rechazo, asi Oberhuber G et al (143) observaron un

aumento significativo de los linfocitos intraepiteliales, durante la fase temprana del rechazo (5°

dia del postoperatorio).
Otro método de diagnostico de rechazo en el trasplante de ID en ratas, lo constituye,

segun Grover R et al (60), la_presencia de células huésped en el compartimento intraepitelial,

al que considera un signo especifico. También afirman que la identificacion de células huésped
en la lamina propia, no es necesariamente signo de rechazo.
Otra forma de deteccion histoldgica del rechazo de ID , puede ser el analisis de la dis-

tribucion "in situ” de linfocitos en fase S, segun estudios realizados por Okanoto M et al en

1994, en ratas (144).

En la misma linea, se encuentran las experiencias de Uff CR et al en 1994 (212), los

cuales sugieren para detectar el rechazo en el trasplante de ID de ratas, la medicion de_linfoci-

tos CD4 en los enterocitos.

Jhonson C et al (92), utilizan la determinacion de hialuronidasa en la lamina propia del
tejido trasplantado, para determinar si existe rechazo; observando que este componente del te-
jido conectivo presenta aumentos significativos, 15 veces el valor normal, entre el 2° y 6° dia
del rechazo.

La necesidad de hallar un método de monitorizaciéon menos cruento, ha llevado a in-

vestigar distintos marcadores serologicos para esta situacion.
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Las pruebas funcionales y de absorcion, junto a los posibles marcadores serologicos
del rechazo,estan siendo ensayados con el proposito de constituir una alternativa valida a la
histologia.

Entre estas pruebas se puede sefialar la de la_absorcion de la Maltosa, la cual para ser

absorbida debe ser desdoblada en glucosa, por accion de una enzima, la maltasa, que se en-
cuentra en el borde en cepillo. La glucosa resultante, una vez absorbida, producira un aumento
en su nivel sanguineo, bioquimicamente detectable (17).

Otra prueba es el test de tolerancia a la glucosa. Billiar TR et al (17) sugieren esta de-

terminacion como un método reproductible, sencillo y sensible para monitorizar el rechazo.

También han sido propuestas para su medicion la absorcion del agua, sodio y alanina

como marcadores. Todas estas sustancias precisan de un transporte activo a través de la mu-
cosa, encontrandose descensos significativos en su absorcion, cuando se presentaban los pri-
meros cambios histologicos de rechazo.

Existe otra prueba, la permeabilidad al Cr’'EDTA, que es un marcador isotopico que
aumenta durante el rechazo. Se han detectado incrementos en 2 veces su valor, cuando los sig-
nos histologicos de rechazo son atin minimos. La determinaciéon de Cr'"EDTA en la orina es
una medida de la permeabilidad intestinal, que puede permitir la deteccion y tratamiento de un
episodio de rechazo (54).

La medicion de la actividad procoagulante de los monocitos y macrofagos, es indice
de la activacion inmune de las células mononucleares. Han sido observadas elevaciones en los

niveles de células mononucleares en sangre periférica, antes de que se detectaran los cambios

histologicos correspondientes al rechazo del injerto.(96).
Otro posible marcador es el acido N-acetil hexosaminidasa (NAH) contenido en los li-

sosomas, que se muestra elevado en suero cuando se produce una situacién de isquemia
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intestinal, de forma que, esta determinacion sencilla y rapida puede ser introducida para detec-
tar el rechazo del injerto; sin embargo, Meijssen MAC et al (127) en sus investigaciones reali-
zadas con perros, comprobaron que cuando este aumento era significativo, ya se habian
producido los cambios histologicos.

Han sido estudiadas las diferencias de potencial transepitelial, para establecer su valor

como herramienta diagnostica en la deteccion temprana del rechazo. La diferencia de potencial
seria expresion del transporte activo basal, resultante de la absorcion electrogénica del sodio y
la liberacion de cloruros.

La naturaleza invasiva de este método, hace que su uso sea minimo en la practica
clinica.

Meijssen MAC et al (128) modificaron este método para que no fuera tan invasivo, uti-
lizaron un catéter de doble balon, insertandolo en una enterostomia, y aislando un lazo de in-
testino en el que se realizan las mediciones electrofisiologicas. Apreciaron una reduccion en la
diferencia de potencial, en el caso de rechazo, que precedia a los cambios degenerativos de la
mucosa del injerto. Otra observacion, obtenida por seguimiento de injertos intestinales en pe-
rros, fue la correlacion existente entre los parametros electrofisiologicos y las alteraciones
ocurridas durante un rechazo agudo.

Otra via a seguir, en la busqueda de marcadores del rechazo, sera la de los Ac.mono-
clonales, que suponen una expectativa con futuro en el campo del diagnostico seroldgico pre-

coz y especifico.
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3.3. PRESERVACION DE ORGANOS

La conservacion de cualquier tejido u 6rgano es un punto fundamental, para llevar a
buen término cualquier intervencion de trasplante.

El almacenaje o mantenimiento de este 6rgano ha debido ir mejorando ya que las técni-
cas quirurgicas asi lo hacian, precisando el apoyo de una mejor preservacion. El fin ultimo de
este proceso es conservar la funcionalidad y viabilidad de este 6rgano "ex vivo", es decir, fuera
del donante, durante un periodo de tiempo suficiente, que permita lograr los siguientes
objetivos:

- Localizar al receptor compatible.

- Transportar el 6rgano al centro donde se va a realizar el trasplante.

- Conseguir una buena funcionalidad del mismo, una vez trasplantado (185).

La practica del trasplante fue iniciada con el rifién, que al ser un 6rgano doble, permite
que uno de ellos supla la funcion del otro. Esto llevo a un conocimiento mas profundo de di-
cho organo. A finales de 1960, dos estudios demostraron que la preservacion de los rifiones
era un hecho factible, por un lado las investigaciones de Collins GH et al en 1969 (39), que
consiguieron la conservacion durante 30 horas por almacenamiento en frio, y por otro las de
Belzer y Southard en 1967 (13), los cuales lograron el mantenimiento durante 72 horas, bajo
perfusion continua.

Estos dos trabajos cambiaron el concepto del trasplante de rifion, paso de ser una si-
tuacion de alta emergencia a la posibilidad de un procedimiento semiprogramado.

Con los afios se han ido mejorando las condiciones de almacenaje, experimentandose
con distintas soluciones de preservacion, pero continuan los estudios, ya que sigue presentan-
dose un cierto déficit funcional, como consecuencia de la isquemia/reperfusion sufrida por el

organo.
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3.3.1. Técnicas de Preservacion.

A lo largo de los afios han ido desarrollandose distintas técnicas de preservacion, todas
ellas encaminadas a mantener la integridad de la viscera a trasplantar.

Podemos distinguir dos tendencias :

- La perfusion continua normotérmica, que consiste en restaurar las condicio-
nes fisiologicas del 6rgano resecado, tan pronto como sea posible.

- La utilizacion de bajas temperaturas, con el fin de minimizar en lo posible la
lesion del 6rgano, disminuyendo su metabolismo. En este principio se basan: la perfusion con-
tinua hipotérmica pulsatil o no pulsatil y la perfusion simple con almacenamiento hipotérmico.

Perfusion Continua Normotérmica.

Tiene como propodsito el mantener al 6rgano en condiciones, lo mas fisiologicas posi-
bles. A priori, constituye un método idoneo, pero tiene la desventaja de la mala tolerancia de
un 6rgano frente a la isquemia cuando la temperatura es alta, acelerandose su lesion. La isque-
mia caliente tiene peores consecuencias sobre un tejido que la isquemia fria.

Un 6rgano cuando se extrae sufre una disminucion de temperatura, a razon de 1°C por
minuto, estabilizindose cuando alcanza los 22°C. Este enfriamiento se acompafia de un des-
censo en el funcionalismo del 6rgano, y tras una hora aproximadamente de isquemia caliente
los dafios son ya irreversibles (185). Estas circunstancias llevan a considerar necesaria la hipo-
termia en la conservacion de o6rganos.

Perfusion Continua Hipotérmica.

La ventaja de esta técnica reside en que al disponer de un oxigenador, permite prolon-
gar el tiempo de conservacion. Tiene como inconvenientes el ser de dificil manejo y suponer
un aumento en el riesgo de contaminacion, al ser la manipulacion mayor; también pueden pro-

ducirse lesiones endoteliales como consecuencia del bombeo mecanico.
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Otra desventaja, es la de precisar ir renovando el liquido de perfusion, aumentando la
manipulacion (133).

Almacenamiento Hipotérmico tras Perfusion inicial Simple.

Este es el método de mayor sencillez y menores complicaciones.

La hipotermia produce una disminucion de las necesidades energéticas del 6rgano, del
consumo de oxigeno y de su metabolismo, lo que lleva a un menor acimulo de sustancias toxi-
cas en el mismo. Aunque esta técnica conlleva una disminucion del metabolismo basal del 6r-
gano, no dejan de producirse ciertas alteraciones en el funcionamiento del mismo, asi, la
disminucion de energia conduce a un mal estado de la bomba Na'/K*, con una defectuosa dis-
tribucion de los iones y del agua en los espacios intra y extracelular (120), produciéndose
ciertas variaciones en su fisiopatologia, como son:

- Aumento del Ca™ intracelular, lo cual conduce a una activacion de las fosfolipasas A
y C de la membrana celular, con el consiguiente desdoblamiento de fosfolipidos. Se altera la
permeabilidad celular con liberacion de acidos grasos, produciéndose una serie de reacciones
bioquimicas, que conduciran a la formacion de sustancias vasoactivas que transtornan la dina-
mica capilar y su permeabilidad (179).

- Produccion de radicales libres de oxigeno, durante la reperfusion del 6rgano, que re-
éultan gravemente nocivos para el mismo (140,185).

- Activacion de la via anaerobia para consumo de la glucosa, con la consiguiente aci-
dosis derivada del acamulo de acido lactico, inestabilidad lisosomial y alteraciones mitocon-
driales (76).

- Edema celular, aunque este hecho parece depender mas del tiempo de almacenaje que

de la hipotermia en si.
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Dentro de la utilizacion de bajas temperaturas, se podria tomar en consideracion la
congelacion como técnica de larga conservacion, junto con una perfusion aerébica continua
(14), pero con este método no se han podido evitar todavia los dafios producidos en el endote-
lio vascular, que hacen al 6rgano funcionalmente irrecuperable.

Existen dos métodos de aplicacion clinica para la preservacion de érganos en

hipotermia:

1- Simple almacenamiento en frio, con soluciones de preservacion.

2- Perfusion continua, con fluidos a una temperatura de entre 6 y 10°C.

La eleccion de una técnica u otra por un centro de trasplantes dependera de ciertos
factores como: la sencillez de la técnica, la preparacion de su personal, el coste economico, el
numero de trasplantes que se realicen, el tiempo de preservacion precisado para la practica de

los mismos y el tipo de 6rgano comprometido.

3.3.2. Alteraciones fisiopatolégicas producidas en el érgano durante la

preservacion.

Isquemia caliente.

La isquemia caliente se refiere a la interrupcidn del flujo sanguineo de un tejido u 6rga-
ne. en condiciones fisiologicas, sin ser sometido a la accion del frio. El dafio producido en el
organo durante la isquemia caliente, se inicia con la pérdida de ATP, consecuencia de la falta
de oxigeno. Al recurrir el metabolismo celular a la glucolisis anaerobia se produce un acumulo
de ac.lactico y de otros metabolitos con caracter acido (Figura 3). Esta situacion acarrea una
disminucion del pH intracelular, que va a estimular la actividad lisosomial, con liberacion de
enzimas que van a dafiar a la célula, por digestion de ciertas estructuras, dificultando de esa

forma su viabilidad.
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ISQUEMIA '

v
ANOXIA

v
Acidosis celular

'

Liberacion de enzimas lisosomicos

Alteracion de la membrana celular

Fig.3: Alteraciones celulares debidas a la glucolisis anaerobia

La célula va a sufrir alteraciones en su potencial de membrana, con aumento de su per-
meabilidad. Esto provoca una entrada de Na’, H,0 y Ca™ al interior de la célula, con salida de
K*. También hay una liberacion de Ca™ desde las mitocondrias y reticulo endoplasmico al cito-
sol, aumentando la alteracion de la homeostasis ionica celular. La isquemia caliente lleva con-
sigo una pérdida acelerada de la actividad mitocondrial (Fig.4).

Las modificaciones en la microcirculacion presentan caracteristicas especiales; se pro-
duce un colapso parcial de la circulacion, sélo se obliteran pequefias arterias y arteriolas, cuan-
do la presion interna es inferior a la presion critica de cierre, permaneciendo la sangre en
capilares y sistema venoso.

Los hematies se vuelven mas rigidos al disminuir su deformabilidad.
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LESION DE LA MEMBRANA CELULAR '

AUMENTO DE LA PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA

'

Entrada de Na’, Ca"™ y H,O intracelular

Deplecion de K*

EDEMA CELULAR '

Fig.4: Produccion de edema celular por alteracion de la membrana.

Todos estos factores unidos hacen que la revascularizacion del érgano sea mas dificil a
medida que aumenta la duracion de la isquemia, constituyendo el denominado "fenémeno de
no reflujo" (76). Otro hecho que tiene lugar, es una respuesta neuroendocrina a la agresion,
con incremento de los niveles plasmaticos de catecolaminas y alteracion del efecto de la insuli-
na, glucagoén y corticoides (31). Durante el proceso de la isquemia reperfusion se producen al-

teraciones mitocondriales que conllevan graves disturbios iénicos (Fig.5).

Isquemia Fria.

La isquemia fria se refiere a la extraccion y conservacion de un tejido u 6rgano, me-
diante soluciones de perfusion o preservacion a bajas temperaturas.

Durante esta isquemia también se produce deplecion de ATP y acidosis intracelular, sin

embargo, aqui tienen una accion relativamente protectora.
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| ISQUEMIA '

¢ Radicales Libres
REPERFUSION

¢ Oxigeno activo

PEROXIDACION LIPIDICA DE BIOMEMBRANAS

Alteracion de la funcion Aumento del Ca™ mitocondrial
Reduccion sintesis de ATP Sobrecarga de Ca™ mitocondrial

Pérdida de estructura y funcion celular

LESION CELULAR i

Fig.5: Alteraciones mitocondriales e ionicas tras la I/R de un 6rgano.

La isquemia fria evita ciertas reacciones, que se producen en el transcurso de la isque-
mia caliente, las cuales son causa del efecto nocivo de la isquemia caliente sobre el 6rgano, al
que hace perder viabilidad.

Con la hipotermia disminuye el metabolismo organico y, por consiguiente, sus necesi-
dades energéticas, pero siguen produciéndose alteraciones celulares. Se producen transtornos

a nivel mitocondrial, comprometiendo su funcion respiratoria. Parece ser que ésto es debido a
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la lipidoxidacién que sufre la membrana, lo cual provoca una sobrecarga en el contenido mito-
condrial de Ca™.

Durante la hipotermia se produce una alteracion en el metabolismo energético celular,
ya que actua sobre la mitocondria modificando su ritmo normal de sintesis de adenosin trifos-
fato (ATP), al interferir el intercambio de adenosin difosfato (ADP) intracelular con el ATP
extracelular. Esta accion se ejerce al disminuir, durante el enfriamiento, el ritmo catalizante del
enzima encargado de esta traslocacion, con ésto desciende la fosforilizacion oxidativa y por
tanto la produccion de ATP.

Al ser insuficiente la sintesis de ATP, se produce un acamulo de ADP. La célula res-
ponde convirtiendo 2 moléculas de ADP en una de ATP y una de AMP.

El incremento de AMP estimula ciertas reacciones catabolicas que llevan a la transfor-
macion del AMP en purinas (adenosina, inosina e hipoxantina), las cuales al estar la permeabi-
lidad alterada, saldran al exterior de la célula, por lo que ésta quedara pobre en estos
componentes necesarios para la formacion de fosfatos de alta energia, durante la reperfusion.

- Disminucién de ATP.

- Aumento de ADP.

- Produccion de AMP. Degradacion en Purinas.

- Escasez de precursores de ATP durante reperfusion.

Otro hecho producido durante la hipotermia es la alteracion del normal funcionamiento
de la bomba Na'/K" celular:

- 1°Fase. Entrada de Na" al interior de la célula con salida de K*. Permanece conserva-

da la osmolaridad celular.
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- 2% Fase. Entrada de CI al citoplasma, acompafiado de Na". Esta situacion lleva a un
aumento de la osmolaridad celular, produciendo un gradiente que favorece la entrada de agua
y por tanto el edema celular.

La isquemia, incluso en frio, favorece la glucolisis y glucogendlisis, lo que supone un
incremento en la concentracidn de acido lactico y de hidrogeniones, provocando una situacion
de acidosis celular. En este proceso participan las elevadas cifras de Ca™ intracelular, proce-
dente tanto del exterior, por la pérdida del potencial de membrana, como del interior, debido a
la produccion mitocondrial.

El aumento en la concentracién de Ca™ activa las fosfolipasas AyC, que transforman
los componentes fosfolipidicos de la membrana en acidos grasos libres, aumentando la concen-
tracion de hidrogeniones.

La acidosis celular tiene caracteristicas diferentes segun el organo referido, asi la capa-
cidad de produccién de hidrogeniones es mayor en el higado que en el rifién. Para su conoci-
miento, ha de tenerse en cuenta la accién de los enzimas que intervienen en la degradacion
anaerobica de la glucosa, en cada organo. Se puede resaltar el papel de la enzima lactato des-
hidrogenasa (LDH), la cual a nivel renal, cesara su accion cuando se alcance un pH bajo 0 una
concentracion elevada de acido lactico, esta inhibicion no se produce a nivel hepatico, de for-
ma que seguira actuando y produciendo acido lactico aunque siga la acidosis (14).

Otro fenémeno que tiene lugar durante la preservacion, es la produccion de radicales
libres de oxigeno, como en cualquier caso de isquemia, aunque no se sabe con certeza el efec-
to que la propia preservacion ejerce sobre la formacion de los radicales y su potencial nocivo,
que depende del 6rgano preservado. McCord JM (126) observo que en pulmon e intestino, el

dafio producido por los radicales es notable, mientras que en el caso de higado y rifion su
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papel es menor, por la elevada actividad, en estos ultimos, de la enzima superdxido dismutasa
(185).

En el transcurso de la isquemia fria, se van a producir también alteraciones a nivel en-
dotelial, con aumento de la permeabilidad vascular y adelgazamiento de la membrana basal,
que inducen a procesos trombogénicos.

El aumento de la permeabilidad endotelial produce expansion del espacio intersticial,
favoreciendo el colapso de la microvasculatura.

La isquemia estimula la agregacion plaquetaria y la formaciéon de microtrombos, que
pueden conducir al desencadenamiento de una "coagulacion intravascular diseminada”, con

grave peligro para el trasplante.

3.3.3. Soluciones de Preservacion

Son muchas las soluciones de preservacion que han venido utilizandose con la intencion
de conservar al maximo la funcionalidad de los 6rganos, minimizando en lo posible los dafios
causados por las alteraciones ionicas que se producen a nivel celular.

El primer investigador en desarrollar una solucion de preservacion, fue Collins GH en
1969 (39), con una composicién idnica que imitaba la del medio intracelular; ésta se caracteri-
za por su elevada concentracion en K* y Mg™ y su escasez de Na'.

A pesar del proposito fisiologico de esta solucion, no logra evitar completamente el ede-
ma celular.

Posteriormente surgen las soluciones hiperosmolares, que muestran en su contenido glu-
cosa a elevadas concentraciones, para proporcionar una sobrealimentacion a la célula, también

contienen manitol y citrato con la intencion de rebajar el edema celular .
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Los objetivos de cualquier solucion de preservacion son:

- Impedir los transtornos ionicos intracelulares y, por tanto, el edema celular. Para ello de-
ben presentar una composicion electrolitica semejante al medio intracelular (sol. de Collins,
fraccion proteica del plasma, sol. de Wisconsin) o bien soluciones hiperosmolares, con elevado
contenido de azicares como glucosa, sacarosa,citrato, manitol (sol. de Sacks).

- Evitar las consecuencias de la acidosis metabolica que provoca la anoxia. Con esta fina-
lidad surgen las soluciones con pH alcalino, como la sol. de Wisconsin, que sustituye la gluco-
sa por un trisacarido de alto peso molecular, la rafinosa, para no utilizar la via de la glucOlisis
anaerobia.

Existe un gran interés en desarrollar una solucion de preservacion universal, util para todo
tipo de 6rganos, y que sirva tanto para ser utilizada "in situ” al enfriar el 6rgano en el donante,
como para el almacenamiento en frio, cuando el 6rgano ya ha sido extraido.

Para el disefio de esta solucion se han de integrar los principios de la isquemia anaerdbica

hipotérmica, con los principios del metabolismo especifico de cada 6rgano.

Principios de la Isquemia Anaercbica Hipotérmica:

El enfriamiento y la perfusion aerdbica continua son, teéricamente, los iinicos medios para
obtener una preservacion a largo plazo.

El almacenamiento simple en frio, ofrece un tiempo limite, a partir del cual, un 6rgano ya
no es viable.

La hipotermia, clave esencial para una buena preservacion, disminuye la velocidad a la
que los enzimas intracelulares degradan los componentes esenciales para la supervivencia del

organo. El procedimiento hipotérmico no detiene el metabolismo, sino que lo enlentece.
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La mayoria de los 6rganos toleran una isquemia caliente durante 30-60 minutos, sin pérdi-
da completa de su funcion. El gnﬁiamiento de un 6rgano de 37°C a 0°C puede alargar la pre-
servacion a 12-13 horas.

Calne RY et al (22) demostraron en 1963, que el simple enfriamiento de rifiones isquémi-
cos, preservados en sangre fria, consigue conservar el funcionamiento hasta 12 horas.

Collins GH et al (39) en 1969, consiguieron multiplicar este tiempo de preservacion hasta
30 horas, al perfundir estos rifiones con una solucion apropiada. El fallo de esta solucion radi-
ca en que no funciona tan bien con otros 6rganos como pancreas, higado o corazon, posible-

mente debido a las diferencias metabdlicas especificas de cada 6rgano.

La composicion de una solucion de preservacion, como ya se ha apuntado, debe cum-
plir una serie de requisitos:

- Minimizar el edema celular inducido por la hipotermia.

- Prevenir la acidosis celular.

- Prevenir la expansion del espacio intersticial, durante el periodo de reperfusion.

- Prevenir la lesion ocasionada por los radicales libres de oxigeno, especialmente durante
la reperfusion.

- Proporcionar los sustratos necesarios para la regeneracion de los fosfatos de alta ener-
gia, al reinstaurarse la circulacion.

El mecanismo del edema celular, inducido por la hipotermia ha sido documentado por au-

tores como MacKnight ADC en 1972 (118).
En condiciones normales, las células estan bafiadas por una solucion extracelular rica en
Na’ y pobre en K. Esta relacion es mantenida por la bomba Na/K, la cual consume mucha

energia (adenosin trifosfato), derivada de la fosforilizacion oxidativa.
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La bomba Na / K es la encargada de mantener el equilibrio osmotico entre el interior y el
exterior de la célula, contrarrestando la presion osmotica coloidal, derivada de las proteinas in-
tracelulares y de otros aniones impermeables, mediante la salida de Na" al exterior.

La preservacion anaerdbica hipotérmica dificulta la actividad de esta bomba y disminuye
el potencial de membrana plasmatica, como consecuencia, penetran en la célula Na* y CI, por

un gradiente de concentracion, provocando un edema celular por acumulo de agua (Fig.6)

ISQUEMIA Hipotermia anaerobica

Alteracion de la bomba Na / K

'

Disminucion del potencial de membrana

'

Entrada de Na’, CI'y H,0 en la célula

EDEMA CELULAR I

Fig.6: Alteraciones celulares producidas durante el proceso de hipotermia anaerdbica.

Con la intencion de contrarrestar este edema, las soluciones de preservacion contienen
sustancias que actuan como impermeabilizantes, tal es el caso de la glucosa en la solucion de

Collins.
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Otra consideraciéon importante para conseguir una buena preservacion en frio, es la_pre-

vencién de la acidosis intracelular. La isquemia, incluso en frio, estimula la glucdlisis y glu-

cogenolisis. Esta situacion lleva a un incremento en la produccion de 4cido lactico y en la
concentracion de hidrogeniones. La acidosis puede daiiar a la célula, e inducir una inestabili-

dad lisosomial, activando los enzimas lisosomiales y alterando las mitocondrias (Fig.7).

l ISQUEMIA '
v

Via Anaerobia. Glucolisis y Glucogenolisis

'

Aumento de acido Lactico

Acumulo de Hidrogeniones

ACIDOSIS CELULAR I

Activacion enzimas lisosomiales Alteracion mitocondnial

LESION CELULAR I

Fig.7: Proceso de produccion de la lesion celular, consecuencia de la acidosis anaerébica.

El evitar la acidosis celular es pues, un importante requisito para una buena preservacion.
Hay trabajos de investigacion que muestran la efectividad de la utilizacion de soluciones de

preservacion o de perfusion, con un pH alcalino, lo que les confiere una accioén tampon (113).
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Una solucion de preservacion efectiva también debe_prevenir la expansion del espacio in-

tersticial, que tiene lugar durante la perfusion del 6rgano en el donante y tras la extraccion del

mismo. Esta expansion puede comprimir los capilares y llevar a una mala distribucion de la
solucion de preservacion por los tejidos.

La solucion de preservacion y de perfusion ideales deberian contener sustancias que crea-
ran una presion osmotica suficiente, permitiendo el libre intercambio de los componentes esen-
ciales de la solucion de perfusion, sin expandir el espacio intersticial.

Otra consideracion importante, para la efectividad de la solucidén de preservacion, es la de

impedir la formacion de los radicales libres de oxigeno durante la reperfusién. Southard JH et

al (185), en un trabajo publicado en 1987, sugieren que el papel de estos radicales varia segin
el 6rgano referido, asi en el higado y rifion humanos seria de poca importancia, debido a que la
xantina oxidasa enddgena es de baja actividad, si se la compara con la alta actividad de la
superoxido dismutasa endogena, la cual actua como aceptora de aniones superoxido.

Por el contrario, la lesion producida por estos radicales en pulmén e intestino puede ser
extremadamente importante (126) .

Otro punto a tener presente es el funcionamiento del metabolismo energético. La célula

obtiene la energia para su metabolismo de los fosfatos de alta energia como el adenosin trifos-
fato (ATP), el cual se degrada rapidamente durante el almacenamiento hipotérmico; de su de-
gradacion resultan metabolitos finales como adenosina, inosina e hipoxantina; con este
proceso se van consumiendo pues estos fosfatos, de manera que, en el momento de la reperfu-
sidn , en el que es necesaria la rapida regeneracion de la bomba Na/K, para cuyo funciona-
miento se precisa tanta energia, ocurre que la célula no ha podido reponerse y no posee
suficientes precursores para la formacion de estos fosfatos. Esto lleva a sugerir la necesidad de

que una buena solucién de preservacion contenga en su composicion precursores de este ATP,
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Metabolismo organo-especifico.

Al disefiar o utilizar una solucion de preservacion se ha de tener en cuenta el 6rgano al que
se va a aplicar, ya que existen notables diferencias en el metabolismo de los distintos 6rganos,
como rifidn, higado y pancreas. Estas diferencias van a influir en la preservacion de los
mismos.

Un ejemplo de estas diferencias metabdlicas, la tenemos en la accion impermeabilizante de
determinadas sustancias, presentes en algunas soluciones de preservacion.

Para impedir el edema celular, se necesita un impermeabilizante efectivo, que proteja a la
membrana. La glucosa, que es el impermeabilizante presente en mayor cantidad en la solucion
de Collins, no es util para el higado o el pancreas, penetrando rapidamente en sus c€lulas, sin
embargo es eficaz en la preservacion renal (217).

Otra sustancia utilizada como impermeabilizante es el manitol, que tampoco resulta util en
la preservacion hepatica, por lo tanto, aquellas soluciones que se apoyan en la glucosa o en el
manitol para ofrecer una accion impermeabilizante, no son validas para la conservacion del hi-
gado o pancreas.

La acidosis celular, resultante de la glucolisis, difiere segiin el 6rgano del que se trate. El
higado es capaz de producir mayor cantidad de hidrogeniones que el rifién, debido a la gran
cantidad de glucogeno que contiene almacenado y a la gran permeabilidad de su membrana
plasmatica frente a la glucosa, la cual se metaboliza rapidamente pasando a lactato con acumu-
lo de hidrogeniones.

Esta es la razon de que las soluciones de preservacion que contienen glucosa (sol.Collins),
no son convenientes para el higado, ya que por un lado no actia como impermeabilizante y

por otro puede incrementar la acidosis.
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Clasificacion de las soluciones de preservacion segin su osmolaridad:
1- Soluciones Isotonicas:
- Sol. de Sucrosa fosfato tamponada (PBS).
- Sol. de Hartman.
- Sol. de Collins.
- Sol. Eurocollins.
- Sol. Collins 1.
- Sol. Collins 2.
- Sol. de Fraccion proteica del plasma (PPF).

- Sol. de Universidad de Wisconsin (UW).

2- Soluciones Hiperténicas:
- Sol. de Ross-Marshall citrato hipertonica.
- Sol. de Sacks.
- Sacks |
- Sacks II.
- Sol. de Toledo-Pereyra.
- Toledo-Pereyra I

- Toledo-Pereyra I1.

- Prostaciclina.

3.3.4. Farmacos destinados a la conservacion y preservacion de érganos.

Con el propdsito de prolongar el tiempo de preservacion y de mejorar el
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mantenimiento de los érganos, minimizando en lo posible las lesiones celulares, se ha ido va-
riando la composicién de estas soluciones, la proporcion de sus componentes, afiadiendo o
sustituyendo algunos de ellos, o incluso sumandoles diversos agentes farmacologicos, que por
su actividad pueden de alguna forma disminuir los efectos nocivos de la isquemia sobre el
organo.

Estos farmacos utilizados pueden ser afiadidos a las soluciones de preservacion, o bien,
ser administrados como pretratamiento.

La finalidad de estas nuevas aportaciones sera:

- Disminuir el catabolismo del ATP o aportar precursores del AMP, para inducir la
regeneracion del ATP.

- Adenosina
- Inosina
- ATP-MgCl,

Cronstein BN et al (41) demostraron que la Adenosina y sus analogos inhiben el O,
generado por los neutrofilos. Estos agentes interfieren la accion de los linfocitos por interac-
cion con una adenosina A2, que es un receptor de superficie.

Este mismo equipo de trabajo comprobo que la 2-cloroadenosina es un potente recep-
tor agonista de la adenosina, que inhibe la liberacion de H,0, por los neutréfilos.

Hay diversos estudios que demuestran la accion beneficiosa del ATP-MgCl, entre
ellos podemos citar los siguientes:

Hirasawa H et al (80) en sus investigaciones expusieron las ventajas de administrarlo,

para mejorar la permeabilidad de la membrana celular, disminuyendo de esta forma el edema.
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Chaudry TH et al (30) demostraron, que ejercia una accion beneficiosa, al mejorar la
circulacion y también al preservar la funcion mitocondrial.

Wang P et al (218) realizaron isquemias experimentales en ratas a las que administra-
ron este farmaco, consiguiendo una mejor restauracion del flujo sanguineo hepatico y renal.
También observaron con este tratamiento una disminucion de los niveles del factor de necrosis
tumoral (TNF) y de interleukina-6 (IL-6) circulantes. Tanto el TNF como la IL-6 son citoqui-
nas de caracter inflamatorio, que se encuentran aumentadas significativamente en los casos de
cirugia organica, procesos inflamatorios agudos, sepsis y shock.

Estas citoquinas reducen el flujo sangineo, pudiendo provocar shock por depresion he-
modinamica severa y disfunciones a nivel celular. En este punto se puede incluir el efecto de la
Pentoxifilina, que suprime la sintesis de TNF, facilitando la restauracion del flujo sanguineo, al
disminuir a liberacion de éste y otras citoquinas, que colaboran en la depresion hemodinamica

del 6rgano sometido a cirugia (218).

- Estimular la funcion respiratoria mitocondrial.
- Insulina
- Coenzima Q10 (CoQ10)

Durante la isquemia normotérmica y la caliente, las mitocondrias hepaticas se deterio-
ran rapidamente, perdiendo capacidad respiratoria y produciéndose una liberacion de enzimas
intracitoplasmicos desde la mitocondria y aparato de Golgi (26).

Las experiencias de Marubayashi S et al (122) utilizando CoQ10 en isquemia hepatica
practicada en ratas, demostro que esta sustancia les producia una mejoria en la funcion respi-
ratoria mitocondrial. Este agente actiia durante la reperfusion, evitando el proceso de peroxi-

dacion lipidica, al proceder como aceptor de los radicales libres de oxigeno.

49



La CoQ10 es un constituyente de la mitocondria, siendo indispensable para la produc-
cion de ATP, por esta organela.

Matsusaka C et al (125) reflejaron en sus estudios como la administracion de CoQ10
estimula la regeneracion del ATP durante la reperfusion, siguiente a la isquemia hepatica y re-
nal en ratas, también demostraron su accion beneficiosa en la regeneracion energética y en la

supervivencia de ratas sometidas a trasplante de intestino delgado.

- Estabilizar la membrana lisosomica limitando la liberacion de enzimas
hidroliticas.
- Clorpromacina
- Prostaciclina
- Fenoxibenzamina
- Glucocorticoides

Wattiaux R et al (219) comprobaron el efecto beneficioso de la clorpromacina, al pre-
venir la liberacion de los enzimas lisosomiales, que conlleva la isquemia.

Los investigadores Monden M y Fortner JG (133) constataron la preservacion de higa-
dos caninos, durante 24 y 48 horas, so6lo mediante hipotermia y la adicion de
prostaglandinas.

Suzuki S et al (192) comprobaron el efecto beneficioso de la prostaglandina I,, en el
pretratamiento de la isquemia caliente, practicada en higado de ratas. Los resultados mostra-
ron en el grupo que recibio el tratamiento, una disminucion significativa en los niveles de as-
partato aminotransferasa en suero y de malonildialdehido en tejido, con respecto al grupo

control.
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La prostaglandina I, presenta unas actividades bioldgicas muy interesantes, incluyendo
prevencion de agregacion plaquetaria, vasodilatacion, estabilizacion de la membrana lisoso-
mial, incremento del flujo sanguineo en el area esplacnica, e inhibicion de la liberacion de
tromboxanos por las plaquetas.

El modo de accion de los corticoides en la lesion por I/R, no esta bien definido, pero
se piensa que estabilizan la membrana subcelular y celular (76). También se les atribuye la ca-
pacidad de disminuir la resistencia periférica y de incrementar la tensién de oxigeno, lo que su-

pone una mejoria de la microcirculacién y la aceptacién de los radicales libres (25).

- Proteger las membranas intracelulares del proceso de peroxidacion lipidica.
- Coenzima Q10
- Prevenir las lesiones celulares inducidas por la liberacion de enzimas lisosomicos.

- Inhibidores de proteasas.

- Disminuir la permeabilidad de la membrana celular, frente a los iones de Na'en

isquemia fria.
- Isoproterenol

El isoproterenol es un estimulador 3-adrenérgico, con una accion primaria sobre cora-
z6n y musculo liso.Su actividad protectora durante la isquemia hepatica, puede ser atribuida a
la dilatacion postsinusoidal y a la prevencion del fenomeno de no reflujo producido tras la I/R
(161).

Toledo-Pereyra LH et al (203) utilizaron la combinacion de dosis masivas de heparina,

alopurinol e isoproterenol, inmediatamente antes de someter a los animales de
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experimentacion a una isquemia hepatica. Con este tratamiento combinado lograron largos pe-
riodos de supervivencia, aunque la necrosis hepatica y la oclusion vascular tardia causaron la

muerte.

- Impedir la entrada incontrolada de Calcio en la célula, estabilizar el calcio intra-
celular e inhibir sus efectos nocivos (generacion de radicales libres de O,, catabolismo de
fosfolipidos de membrana y reduccion de la fosforilizacion oxidativa mitocondrial)

- Clorpromacina
- Trifluoperazina
- Bloqueantes de los canales lentos del calcio:
Verapamil
Nicardipina
Nifedipina
Diltiazem
- Coenzima Q10

La trifluoperazina es un inhibidor de la calmodulina y muestra efectos beneficiosos
sobre la microcirculacion de los rifiones conservados en frio.

Con esta premisa Anaise D et al (3) en 1990 ensayaron la preservacién de higados de
perros, a los que conservaba en frio con solucion Euro-Collins (EC), soluciéon Universidad de
Wisconsin (UW), o con solucion UW + trifluoperacina. Posteriormente dichos higados fueron
trasplantados. Se monitorizaron la presion de la artertia hepatica y de la vena portal, el consu-
mo y la extraccion de O,.

Los resultados obtenidos demostraron que en el tercer grupo la recuperacton del flujo

hepatico postrasplante era significativamente mayor.La restauracion de la actividad
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metabolica, expresada por el consumo y extraccion de O,, también fue mucho mayor en este
grupo.
De esta forma, la trifluoperazina muestra una excelente accion protectora de la micro-

circulacion hepatica.

- Evitar la formacion de radicales libres de oxigeno y favorecer su degradacion.
- Alopurinol: inhibe la enzima xantino-oxidasa, impidiendo la sintesis de O,
- Superdxido dismutasa: interviene en la dismutacion de O, a H,0,.
- Catalasa: participa en la reduccion de H,0,.
- Antioxidantes: glutation, acido ascorbico, a-tocoferol. Impiden la peroxida-
cion y la formacion de radicales libres de oxigeno.
- Naloxona: acepta radicales libres producidos por los neutréfilos.
- Metilurea: es aceptor de radicales libres e inhibidor de la xantino-oxidasa.

Se ha observado que el alopurinol actia principalmente aceptando radicales hidroxilo
(75). Esto llevo a practicar su uso para bloquear la reaccion neutrofilo-oxigeno (204,205).

El alopurinol actua como inhibidor de la enzima xantino-oxidasa, bloqueando asi la
formacion de xantina, O",, H,0, y OH".

Se ha observado un efecto protector del alopurino! en el shock hipovolémico, disminu-
yendo la traslocacion bacteriana, reduciendo la vasoconstriccion compensatoria, sobre todo la
del lecho esplacnico y los rifiones, después de la reperfusion. La accion protectora de este far-
maco se ha demostrado a nivel de intestino delgado y pancreas (204).

A nivel de pulmoén la accién se ha mostrado minima (72).

Toledo-Pereyra et al fueron los primeros investigadores en incluir alopurinol como

protector del higado durante la preservacion (203).
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Tanto el alopurinol como la superéxido dismutasa evitan la infiltracion neutrofilica,
inducida por la lesion de I/R (75).

Atalla SL et al (7) estudiaron el papel de dos captadores de radicales libres, catalasa y
superéxido dismutasa, en modelos de isquemia hepatica en perros. Concluyeron que estos
dos agentes pueden ejercer una accion protectora contra los radicales libres, acumulados du-
rante la lesion de la UR.

Marubayashi S et al (123) constataron por parte de catalasa y superoxido dismutasa,
un efecto de inhibicion de la xantino-oxidasa con un caracter limitado a nivel de la disfuncion
hepatica producida durante la lesion de /R, observandose buenos resultados cuando se combi-
na con soluciones hiperosmolares.

El a-tocoferol es un buen antioxidante, soluble en lipidos de la sangre humana, siendo
su efecto bien visto a nivel de la membrana eritrocitaria. Esta droga rompe la cadena de lipi-
dos, para reaccionar con los radicales libres durante la isquemia. (205).

La funcion protectora del o-tocoferol ha sido probada por autores como Marubayashi
S et al (123), que lo utilizaron como pretratamiento en isquemia hepatica practicada en ratas,
administrandolo por via intraperitoneal, un dia antes de realizar la isquemia. Observaron que
las ratas tratadas presentaban una mejor recuperacion tras la reperfusion: se aceleraba la resin-
tesis del ATP, no descendia el glutation total y se suprimia la formacion de perdxidos lipidicos.
Estas observaciones refuerzan la teoria de que los captadores de radicales libres y antioxidan-
tes, como el a-tocoferol, son efectivos en la lesion celular hepatica por isquemia.

La naloxona ha sido utilizado por Toledo-Pereyra et al (205) en rifiones sometidos a
isquemia y posterior trasplante, observando un efecto protector. Esta sustancia parece actuar

como aceptor de oxigeno intracelularmente en los neutrofilos.
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El tratamiento con naloxona también produce mejoria del flujo regional en la isquemia
mesentérica aguda y protege de los efectos nocivos de la isquemia intestinal severa, sobre to-
do, si se administra antes de realizar la isquemia (64). Durante el shock hemorragico su ac-
cion lleva a aumento de la presion sanguinea, elevacion de la resistencia periférica y un mayor
rendimiento de la contraccion ventricular. A nivel renal tiene un efecto vasodilatador, protege
la bomba idnica de sus células y mejora el potencial transmembrana, disminuyendo la permea-
bilidad de la misma.

La metilurea ha sido utilizada, a nivel experimental en ratas, para prevenir el dafio
posterior a la reperfusion. Tiene la capacidad de disminuir la presion arterial, durante la reper-
fusion "in vitro" del pulmén, efecto éste relacionado con la disminucidn de la peroxidacién li-

pidica y de la permeabilidad endotelial (117).

- Evitar la activacion de las fosfolipasas A y C de la membrana y la liberacion de
ac.araquidonico y sus derivados (tromboxanos y leucotrienos), potentes vasoconstrictores y
agregantes plaquetarios.

- Clorpromacina

- Prostaciclina

- Impedir la coagulacion intravascular diseminada (CID), secundaria a la formacion
de microtrombos y a la agregacion plaquetaria.
- Heparina
- Uroquinasa
- Ac.acetil salicilico

- Dipiridamol
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Toledo-Pereyra LH et al (203) utilizaron la combinacion de isoproterenol, alopurinol
y heparina, durante la I/R hepatica, no presentando su efecto protector cuando fueron admi-

nistradas individualmente.

3.3.5. Preservacion Intestinal.

La solucidén 6ptima para la preservacion del intestino todavia no ha sido hallada, son
diversos los trabajos de investigacion encaminados en este sentido, pero ninguna de las solu-
ciones parece ser lo suficientemente adecuada.

Entre las experiencias realizadas podemos sefialar las de Park PO et al (152) en 1991,
en las que se practico isquemia fria en ratas, utilizando las soluciones de Sacks y la de la Uni-
versidad de Wisconsin (UW), tanto para almacenamiento como para perfusion, pasando poste-
riormente al trasplante singénico de ID a los vasos renales. Estos autores hacen una valoracion
microscopica del dafio tisular, estableciendo una escala que va del 0 al 8, de menor a mayor
grado de lesion.

Las conclusiones resefiadas en este estudio son:

- No encuentran diferencias entre los grupos tratados con solucion de Sacks o de UW.

- La perfusion no permite el éstasis venoso.

- Es evidente que los leucocitos polinucleares son un factor importante, solos o en
unién con las células endoteliales, en la formacidn de la lesion durante la fase de reperfusion.

Otro estudio que evalua soluciones de preservacion para intestino delgado, es el practi-
cado por Fabian MA et al (48) en 1991. Estos autores investigan los efectos de 24 horas de al-
macenamiento a 4°C, en tres soluciones: sol. salina (SA), sol. Eurocollins (EC) y sol.

universidad de Wisconsin (UW).
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Comprobaron el contenido en nucleotidos, adenina, adenin-nicotamida e inosina, como
marcadores de la posterior recuperacion funcional del trasplante, asi como de la capacidad de
estos tejidos en utilizar el oxigeno.

El contenido en nucledtidos, a las 24 horas de almacenamiento, fue significativamente
mayor en los segmentos conservados con solucién UW. Los segmentos preservados en UW
mostraron una mayor capacidad en utilizar el oxigeno, que los almacenados con solucion SA.

Consideran la solucion UW como la mejor, seguida por la sol. EC.

Hamamoto I et al (68) en 1992, realizaron un estudio de valoracion de soluciones de
preservacion, no coincidiendo sus conclusiones con las del trabajo mencionado anteriormente.

Sus investigaciones consistieron en la conservacion de segmentos de intestino durante
24 horas, utilizando la solucién UW, la solucién EC y Ringer lactato (RL).

Las determinaciones practicadas sobre el tejido preservado fueron:

- Maltasa. Expresion de la actividad enzimatica de las células intestinales.

- Malonildialdehido (MDA). Referencia de la peroxidacion lipidica.

- Hipoxantina. Sustrato de xantino-oxidasa.

- Mieloperoxidasa. Indice de infiltracion neutrofilica.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

- La maltasa disminuy6 moderadamente en todos los grupos durante las 24 horas de
preservacion.

- La conservacion en frio, teéricamente, no favorece la peroxidacon, pero el MDA se
encontr6 aumentado en todos los grupos tras la reperfusion, sobre todo en los que utilizaron

solucion UW o solucidon RL.
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- Los niveles de hipoxantina fueron semejantes, antes y después de la reperfusion, en
todos los grupos, excepto el de la sol. UW que mostr6 unas determinaciones muy elevadas a
las 24 horas de la preservacion.

- La MPO fue indetectable antes del trasplante en todos los grupos, pero con la reper-
fusion mostré un aumento significativo, especialmente los grupos preservados con UW y RL.

Conclusiones:

-Todos los grupos mostraron deterioro bioquimico tras la reperfusion, sin embargo, el
grado del mismo fue distinto segun la solucién empleada.

.La maltasa se encontro reducida por igual en todos los grupos.

La peroxidacion lipidica (MDA) y la infiltracion neutrofilica (MPO), fue mayor
en los grupos conservados en UW o RL.

Los niveles de hipoxantina se mostraron muy elevados en el grupo UW, a las
24 horas de la preservacion.

Estos resultados les llevan a sugerir la solucion de Euro-Collins como la mas apropiada
para la preservacion intestinal.

Otro trabajo experimental, fue el realizado por Burgmann H et al (21) en 1992, en el
que se compararon distintas soluciones para la conservacion hipotérmica de ID, valorando
cual de ellas mantenia mejor los niveles de fosfatos de alta energia en el ileon de rata, durante
el proceso de almacenamiento. En este estudio se extrajeron segmentos intestinales que se al-
macenaron a 4°C, durante 1, 7 y 21 horas. Las soluciones utilizadas fueron: Euro-Collins
(EC), Bretschneiders-HTK (BHTK) y la solucion de Wisconsin modificada (UWm), sin ade-
nosina. Las mediciones de fosfatos se expresan en micromoles de nucleétido por gramo de te-
jido intestinal.

Las determinaciones practicadas fueron las siguientes:
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. Adenosin monofosfato AMP
. Adenosin difosfato ADP

. Adenosin trifosfato ATP

. Lactato

. Carga energética. Calculada segun la formula de Atkinson:

(ATP +0,5 ADP) / (AMP+ ADP+ ATP)

Los resultados observados fueron:

- La solucion EC fue la que mejor mantuvo al ID durante las 21 horas de
almacenamiento.

- La concentracion de nucledtidos disminuyo en todos los grupos durante el proceso,
pero tras 21 horas del mismo, los valores hallados en los tejidos intestinales conservados con
solucion EC, eran significativamente mayores que los de otros grupos, lo que implica una me-
jor proteccion por parte de esta solucion.

- La solucion UWm , sin adenosina, no ofrecio buenos resultados.

Estos autores sugieren continuar el estudio con las soluciones de UW y la de BHTK,
afiadiendo un sustrato como la glucosa.

Los investigadores Kojudo Y et al (100) presentaron un trabajo en 1994, cuyo objetivo
era, como en los estudios anteriores, la busqueda de la solucion ideal para la preservacion in-
testinal. Establecieron la comparacion entre la solucion UW, la solucion EC y el Ringer lacta-
to. El almacenamiento de los injertos fue a 4°C, durante 6, 12 y 18 horas, en cada una de las
soluciones, para su posterior trasplante.

Los parametros estudiados fueron:
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-La supervivencia animal, tras el trasplante.
-Estudios electrofisiologicos para conocer:
La funcion de los enterocitos (estimulacion con glucosa)
-La funcidn de las células cripticas (estimulacion con teofilina)
-Analisis histologicos al final del periodo de preservacion y 1 hora tras la reperfusion.
Los resultados obtenidos fueron:
a) A las O, 6 y 12 horas de preservacion no se hallaron diferencias significativas entre
los grupos tratados con las distintas soluciones.
b) Tras 12 horas de preservacion:
-La supervivencia fue inferior en el grupo UW.

-La respuesta a la estimulacion de las células cripticas fue menor en el grupo

-Histolégicamente no hubieron diferencias notables.

Conclusiones:

-Para estos autores, contrariamente a lo que ocurre en la preservacion de higado, del
rifion y del péancreas, la solucion UW no se muestra como la mejor solucion de preservacion
intestinal.

-Las funciones de los enterocitos se deterioraron rapidamente con cualquiera de las so-
luciones ensayadas.

-La funcion de la células cripticas se conservd mejor con Ringer lactato y Euro-
Collins, que con la sol. U.Wisconsin.

Itasaka H et al (88) en un trabajo publicado en 1994, propusieron la adicion a las solu-
ciones de preservacion de intestino delgado, de moléculas de alto peso molecular como el pro-

pilenglicol (PEG), para evitar el rechazo.
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En este estudio se utilizaron diversas soluciones:

- Ringer lactato

- Solucion U.Wisconsin (UW)

- Sol. UW sin hidroxietil almidon

- Sol. UW con PEG 20M----Alto peso molecular

- Sol. UW con PEG 20L---- Alto peso molecular

- Sol. UW con PEG 8000.

Los resultados de supervivencia en el trasplante ortotopico de ID en ratas demostraron
que ésta era significativamente mayor en los grupos que utilizaron soluciones con PEG de alto
peso molecular. El mecanismo de esta accion protectora no esta claro, pero parece ser que es-
te componente reduce la inmunogenicidad de los injertos intestinales. Como se ha podido
comprobar, la solucién de preservacion 6ptima para el intestino sigue sin determinarse, por lo
que esta linea de investigacion permanece abierta, con la intencién de solventar este problema

y asi mejorar las perspectivas del trasplante intestinal.
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4. FISIOPATOLOGIA DE LA LESION POR ISQUEMIA/ REPERFUSION

En la actualidad esta reconocido el hecho de que el dafio tisular producido por la is-
quemia y posterior reperfusion, es el principal factor en la patogénesis de muchas enfermeda-
des de base isquémica.

Son numerosos los estudios que confirman la importancia de dos situaciones o perio-
dos en la produccion de la lesion por isquemia/reperfusion (I/R). Estos son: por un lado el dé-
ficit circulatorio y por otro la oxigenacion siguiente al restablecimiento del flujo sanguineo,
que conlleva la formacion de los llamados radicales libres de oxigeno, los cuales poseen un al-

to poder citotoxico (152,205).

4.1. ISQUEMIA.

La interrupcion de la circulacion, si no es compensada por la circulacion colateral, va a
producir tras un cierto tiempo, que en intestino se considera muy breve, un dafio irreversible.

Un pequefio descenso del flujo sanguineo puede iniciar lesiones isquémicas con hipoxia
en el borde de las vellosidades intestinales, las cuales son especialmente sensibles, debido a
que, existe en ellas un pequefio circuito extravascular de oxigeno.

La lesion isquémica del intestino comienza pues en la mucosa (223).

Como consecuencia de la afectacion mucosa, son liberadas al torrente circulatorio sus-
tancias toxicas, como enzimas proteoliticos, bacterias y endotoxinas de la luz intestinal. Tam-
bién se produce la liberacion de citoquinas inflamatorias, como consecuencia de la agresion
(218). Estos hechos afectan la funcion hepatica, cardiaca y respiratoria, intensificando la hipo-

tension, estableciéndose un circulo vicioso, que conduce al progresivo deterioro de la
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circulacion intestinal (158). De esta forma avanzaria el déficit irrigatorio de la capa mucosa al

resto de las capas histoldgicas intestinales, provocando el infarto (138).

4,1.1 Lesion de la membrana celular.

A este nivel se van a producir importantes cambios:

- El aumento de la permeabilidad celular, perdiendo su capacidad de barrera.

- La disminucion de su potencial de accidn, con alteracion de la bomba Na'/K".

Esta situacion lleva a la célula intestinal a una pérdida de su homeostasis, de forma
que, habra salida del K™ intracelular y entrada de Na’, lo que conducird a un edema de la
célula.

La isquemia provoca hipoxia celular, lo que paraliza la produccion de adenosintrifosfa-
to (ATP), que es su fuente de energia, aunque el consumo de este fosfato continua. Conse-
cuentemente, la célula recurre a los fosfatos ricos en energia que posee, degradandolos a
adenosindifosfato (ADP) y de aqui a adenosinmonofosfato (AMP), convirtiéndose en Adeno-
sina o inosina monofosfato (IMP).

Posteriormente estas sustancias difunden al espacio extracelular, donde son degradadas
de nuevo a hipoxantina, por la via de la Inosina.

E!l metabolismo del acido urico es oxigeno dependiente, por tanto, no tiene lugar du-
rante el periodo de hipoxia, de manera que, la hipoxantina se acumula en los tejidos
isquémicos.

El metabolismo normal de la hipoxantina a acido Wrico es catalizado por la enzima
xantino deshidrogenasa. Durante la hipoxia, la xantino deshidrogenasa pasa a xantino oxi-

dasa por hidrélisis (232).
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Con la isquemia, se produce un rompimiento de los factores de alta energia, lo que lle-
va a una disminucion de ATP y de ADP, es decir, hay un desorden en la fosforilizacion oxida-
tiva, situacion que continia hasta la revascularizacion (76).

Esta utilizacion del ATP, durante la isquemia , da lugar a la generacién de purinas co-
mo la hipoxantina y xantina, que intervendran en el momento de la reperfusion, contribuyendo

en la formacion de radicales libres de oxigeno (67) (Figura 8).

ATP
v
ADP
|
Al\fP
ADENOSINA XD
INOSINA l OH
l X0
HIPOXANTINA l > XANTINA
0, + Fe++ H.O,
SOD —>
H,0,
CAT——> l
H,0

Figura 8.- Mecanismo de produccion de los radicales libres.
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La disminucion de la energia impide la salida normal de calcio del interior de la célula,
provocando su acimulo, lo que lleva a la activacion de las proteinasas calcio-dependientes,
que son las que catalizan el paso de xantina deshidrogenasa a xantino oxidasa (180).

Con la falta de oxigeno también se va a producir un consumo anaerobio de la glucosa,

hecho que provoca una retencion tisular de lactatos (73).

4.2. REPERFUSION

En la actualidad se admite el hecho de que tras un periodo de isquemia temporal, las
lesiones tisulares, no solo van a ser producidas por la falta de riego, sino también por una serie
de procesos, enlazados entre si, que acaecen con la oxigenacion que acompaiia al restableci-
miento del flujo durante la reperfusion (76,79,205).

En este periodo se van a producir ciertas reacciones, que van a incrementar gravemen-
te el dafio celular, éstas son:

- La formacion de radicales libres de oxigeno.

- La peroxidacion lipidica de la membrana celular.

- El acimulo de leucocitos polimorfonucleares en el endotelio vascular.

4.3. RADICALES LIBRES DE OXiGENO

4.3.1. Concepto

Un radical libre es una molécula o fragmento molecular, que contiene un electréon no
apareado en su valencia, pudiendo participar en la formacién de enlaces quimicos. El radical
libre puede presentar carga positiva, negativa o neutra (82). Esta valencia libre hace que la

molécula sea quimicamente muy reactiva.
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4.3.2.Formacion

Después de la hipoxia y reperfusion del intestino, el sistema hipoxantina, xantino oxi-
dasa, parece ser el mecanismo inicial de la produccion de radicales libres (131).

Se ha observado que el intestino de muchas especies, es un 6rgano muy rico en xantino
oxidasa y xantino deshidrogenasa, produciéndose un aumento en la concentracion de éstas, si-
guiéndo la direccion desde la base hasta el borde de las microvellosidades. Esto explicaria la
mayor susceptibilidad de esta region al dafio postisquémico (52).

Al producirse la reoxigenacion, la hipoxantina, acumulada durante el periodo isquémi-
co en el tejido intestinal, es convertida en acido urico, por acciéon de la enzima xantino
oxidasa.

La xantino oxidasa transfiere los electrones al oxigeno molecular, aportado por la re-
perfusion, reduciendo dicho oxigeno a radicales libres:

- ani6én superoxido (0,)
- peroxido de hidrégeno (H,0,)
- radicales hidroxilo (HO").

En el intestino la conversion de xantino deshidrogenasa en xantino oxidasa es extrema-
damente rapida.

La teoria de que la xantino oxidasa es la mayor fuente de radicales libres de oxigeno,
se encuentra reforzada por el hecho de que la utilizacion de alopurinol, que ejerce una inhibi-
cién competitiva al ser un aceptor de radicales, es tan efectiva como la superdxido dismutasa,
en la prevencion del incremento de la permeabilidad vascular y el agravamiento de los dafios
de la mucosa, observados tras la reperfusion. Asi lo confirman las experiencias de Nordstrom

G et al (142) y de Toledo-Pereyra et al (204).
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La inhibicién competitiva del alopurinol sobre la xantino oxidasa, no solo disminuye la
liberacion de radicales de oxigeno, sino que también preserva el pool de nucledtidos (205).

Hay otros estudios que apoyan esta teoria como el de Parks DA et al (154) en 1986,
que utilizaron ratas alimentadas con una dieta deficiente en molibdeno y suplementada con
tugsteno. Estas variaciones dietéticas iban encaminadas a atenuar el aumento de la permeabili-
dad vascular, al incorporarse el tugsteno en la molécula de la xantino oxidasa, en vez del mo-
libdeno, reduciendo de este modo su actividad en la mucosa intestinal, en un 75%.

La formacion del radical superéxido O, se produce por reduccién univalente del oxi-
geno. Este radical es una forma inestable y citotoxica del oxigeno molecular (0,), por lo que,
espontaneamente se desdobla en H,0, y O,. Ambas moléculas son oxidantes lentos y aparen-

temente, no son los causantes del daiio tisular.

Reduccion de oxigeno molecular:

O,+e » 0, Aniobn superéxido

Dismutacion de O,

0, +0, +2H" » 02+ H,0, Peréxido de hidrégeno
El radical O, ejerce su accion lesiva de forma directa, atacando a nivel molecular, o
mediante radicales hidroxilos HO* generados secundariamente, segin la reaccion de Haber

Weiss:

0, + H,0, — OH +OH’
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Pero esta reaccion es de corta produccion, por lo que se ha sugerido otra via que justi-
ficaria el tamafio de la lesion; habria una paticipacion de metales de transicion,sobre todo, del
hierro, que es muy abundante en el organismo, donde se encuentra bajo diversas formas como
son la transferrina, ferritina, lactoferrina, hemoglobina y ADP-Fe (67).

El O, reduce al hierro de su forma férrica a ferrosa y éste a su vez reduce al H,0, en

OHy OH". Reacccion de Fenton:

0, +Fe™ > Fe™ +0,

H,0, +tF¢" ___5  Fe™ '+ OH+ OH

El O, posee gran capacidad para reducir al hierro, preparandole para la formacion de

radicales hidroxilos OH", altamente toxicos (40).

4.3.3. Efectos de los radicales libres de oxigeno.

Los radicales generados durante el metabolismo del acido araquidonico (via cicloxige-
nasa y lipoxigenasa) son capaces de reaccionar con diferentes componentes celulares, como el
citosol, la membrana e incluso contra estructuras extracelulares, dependiendo de su capacidad
de difusion. Estos radicales actian sobre los acidos grasos poliinsaturados, presentes en la
membrana y sobre las proteinas, que contienen aminoacidos susceptibles de oxidacion (232).

El resultado sera una alteracion global del metabolismo celular.

- El OH presenta una elevada e indiscriminada reactividad, por lo que ejercera pronto
su accion, no difundiendo lejos de su lugar de produccion.

- E1 O, es menos reactivo, llegando mas lejos, pero sus efectos se encuentran limita-

dos por la enzima superoxido dismutasa (209).
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- El H,0, es el menos reactivo de los tres y su concentracion esta controlada por las
acciones de las enzimas catalasa y glutation peroxidasa intracelulares. El peréxido de hidroge-
no difunde bien a través de la membranas plasmaticas, las membrana de los peroxisomas y las
mitocondriales, causando efectos a distancia (146).

Los radicales libres de oxigeno van a ejercer pues, una accion citotoxica directa, pero
también van a participar en el acimulo leucocitario que se produce en el tejido isquémico y

que a su vez va a ser fuente de nuevos radicales libres de oxigeno (58).

4.3.4. Inactivacion de Radicales.

La inactivacion de estos radicales es necesaria para la supervivencia celular, llevandose
a cabo por diversos mecanismos:
- Por accion de antioxidantes endégenos y exdogenos como son:

. Vitamina E. Reduce los radicales O,, OH y peroxidos lipidicos.

. Ascorbato. Presenta propiedades semejantes a la anterior, contribuyendo tam-
bién a mantener activa la vitamina E.

. Glutation reducido. Es capaz de reducir H,0,, peroxidos lipidicos, disulfidos y
otros radicales libres, al poseer en su molécula un grupo tiol libre (-SH), que le hace altamente
activo.

. Beta-carotenos. Inhiben la peroxidacion lipidica.

- Por accion de depuradores enzimaticos:

. Catalasa y peroxidasas. Desdoblan H,0,, que aunque no es un radical, es pre-

cursor de potentes radicales. El potencial citotoxico del H,0, estara limitado por las activida-

des catalasa y peroxidasa celulares (7,146).
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2H,0, —» 0,+H,0

. Superdxido dismutasa. Es una metaloproteina ciprica que actia en la conver-

sion del O, en H,0,, consiguiendo su inactivacion (7).

20, +2H ———» H,0,+0,

4.4.- PEROXIDACION LIPIDICA

Este fenomeno esta provocado por la aparicion de los radicales libres de oxigeno, sien-
do pues una cosecuencia de éstos, que agravara el dafio tisular.

La peroxidacion lipidica es el resultado del movimiento de un protén de los acidos gra-
sos insaturados, para formar intermediarios de radicales libres, que reaccionan con el oxigeno
para formar peroxiradicales y por tltimo perdxidos lipidicos (123).

Los radicales libres, antes de alcanzar el medio intracelular, reaccionan con la membra-
na, donde ejercen sus acciones toxicas sobre los acidos grasos poliinsaturados presentes en
ella, que van a suffir un proceso de peroxidacion.

El fenémeno de la peroxidacion lipidica comienza cuando algin radical libre actiia con-
virtiendo un lipido insaturado (LH) en un radical lipidico (L-), es entonces, cuando si existe
oxigeno y mas lipidos insaturados, se produce una reaccion de propagacion autocatalitica
(LOO-), que en condiciones normales, es concluida por el a-tocoferol, encargandose éste de
transformar el LOO- en hidroxiperoxido (LOOH).

Durante este proceso se formara acido malonildialdehido (MDA), que es un metaboli-

to derivado del acido araquidénico (126).
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El MDA es detectable por métodos analiticos, y por tanto su cuantificacion es un indi-
ce, que permite conocer el grado de peroxidacion e indirectamente el grado de lesion tisular.

El metabolismo del acido araquidonico conducira a un aumento en las concentraciones
de:

- Prostaglandinas (vasodilatadores e inhibidores de la agregacion plaquetaria).

- Tromboxanos (vasoconstrictores e inductores de la agregacion plaquetaria).

- Leucotrienos ( vasoconstrictores).

Estos productos van a contribuir a la alteracion de la permeabilidad y también partici-
paran en las disfunciones micro y macrocirculatorias (232).

Existen estudios sobre isquemia/reperfusion intestinal, en los que se han medido las
prostaglandinas y tromboxanos durante la isquemia, no apreciandose cambios, determinandose
también durante la repefusion, en la que los metabolitos de las prostaglandinas se vieron incre-
mentados significativamente (179).

El incremento de prostaglandinas contribuye, probablemente, a la cardiodepresion ob-
servada cominmente tras la reperfusion.

Todas las reacciones desencadenadas en la peroxidacion van a sumarse para alterar la
estructura y funciones de la membrana, tales como, la deformabilidad, transporte de iones y
actividad enzimatica.

Se produce una degradacion de la capa de fosfolipidos de la membrana, lo que conlle-
va una alteracion de su permeabilidad con entrada de iones calcio al interior de la célula y sali-

da de iones potasio, por inhibicion de la bomba de Na'/k*. Esto provocarid edema celular

(Figura 9).
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Figura 9: Fisiopatologia de la lesion por Isquemia/Reperfusion.
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4.5. ACCION DE LOS LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES.

La isquemia/reperfusion de un 6rgano va a llevar consigo un secuestro y participacion
en la lesion de los leucocitos polimorfonucleares (PMN), los cuales van a ser activados por:

- Mediadores quimiotacticos, como son los leucotrienos, liberados por el metabolismo
del acido araquidonico, es decir, que van a ser estimulados indirectamente por la produccion
de los radicales libres de oxigeno.

- Estos PMN también son activados, como respuesta a una noxa inflamatoria, por

complejos antigeno-anticuerpo.

Los PMN ejercen su acciéon nociva por varios mecanismos:

1- Accién mecanica.

-Se adhieren al endotelio vascular, donde se acumulan, pudiendo llegar a obstruir la luz
de la microvasculatura, agravando de este modo la isquemia.

-Provocan con su infiltracion la separacion de las células endoteliales, alcanzando por
diapédesis los tejidos circundantes.

- Participan en el "fenomeno de no reflujo”, que acontece durante la reperfusion (161).

2- Accidn citotdxica.

-Al ser activados, liberan por degranulacion enzimas hidroliticos y proteoliticos, capa-
ces de lesionar directamente a las células.

-Sintetizan radicales libres de oxigeno, que actuaran lesionando tanto al endotelio vas-

cular como al parénquima (205).

La produccion por los PMN de radicales libres de oxigeno se va a realizar por:

- la via de la mieloperoxidasa, formandose acido hipocloroso:
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H,0,+ClI+H* — H,0+HOCI

- La via de la xantino oxidasa (ya expuesta en el apartado anterior), con produccion de
0,,H,0,y OH".

El secuestro de PMN en un 6rgano llevara consigo la liberacion de gran cantidad de
agentes vasoactivos y citotoxicos. Esto va a producir cambios en la permeabilidad capilar, al-
teraciones histopatologicas del organo y disminucion de la resistencia vascular del mismo
(205).

Son muchos los autores que han estudiado el papel de los PMN en el desarrollo de la
lesion por isquemia reperfusion,asi Zimmerman BJ et al (232) desarrollaron una hipotesis so-
bre la interaccion entre xantino oxidasa y PMN en la isquemia-reperfusién de intestino delga-
do. Los neutrdfilos serian activados por la liberacion de sustancias intracelulares, que salen al
exterior, por accién de los radicales libres, que han producido la peroxidacion de los fosfolipi-
dos de la membrana.

Estas sustancias atraen y promueven la adherencia de los PMN al endotelio vascular
donde provocan, a su vez, la liberacion de radicales libres y de proteasas.

Estas afirmaciones fueron apoyadas por autores como Carden DL et al (24), que inves-
tigaron los mecanismos de la disfuncion muscular, como consecuencia de isquemia
circulatoria.

Inauen W et al (85) desarrollaron un modelo de lesion por I/R, que consistia en culti-
vos por confluencia de células endoteliales venosas, marcadas isotopicamente y expuestas a
anoxia. Demostraron la activaciéon de los neutrofilos, que se adherian al endotelio vascular,

contribuyendo a la extension de la lesion, por produccion de agentes oxidantes y toxinas.
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Belkin M et al (12) en 1989 realizaron unos estudios sobre el papel de los leucocitos
en la lesion muscular por isquemia; demostrando el efecto protector de la neutropenia, como
pretratamiento en la I/R de musculo esquelético.

Rubin B et al (167) evidenciaron con sus investigaciones la activacion de la via alterna-
tiva del complemento, como respuesta a la /R en misculo. Esta activacion lleva a la genera-
cion de péptidos quimiotacticos para los neutrofilos y a la formacion de complejos moleculares
que lesionan la membrana celular.

Iwai A et al (89) sugieren que el factor de agregacion plaquetaria PAF, generado du-
rante la hipoxia, puede estimular la produccion de radicales libres por los PMN.

Hay autores que discrepan en la importancia del papel jugado por los neutrofilos, asi
Yoshikawa T et al (229) utilizaron comparativamente dos tratamientos 1° alopurinol (aceptor
de radicales) y 2° depleccién de PMN en isquemia de la mucosa gastrica; concluyendo que la
accion de éstos en la lesion por I/R, comparada con el sistema xantino oxidasa es minimo.

Vedder NB et al (216) administraron anticuerpos monoclonales (MAb 60.3), para re-
ducir la adherencia de los PMN al endotelio y asi disminuir la lesion vascular que se produce
tras shock hipovolémico. Con este tratamiento obtuvieron una mejoria significativa en la su-
pervivencia, demostrando la importante participacion de los PMN.

Otros autores que utilizaron anticuerpos monoclonales fuerom Jaesche H et al (91).
Con este ensayo comprobaron que estos productos antileucocitarios, producian una neutrope-
nia protectora en la isquemia hepatica.

Con el mismo fin, Horgan MJ et al (83) en 1990, emplearon ac.monoclonales contra la
fraccion CD18 de los linfocitos, que es una glicoproteina de membrana que participa en la ad-

hesividad leucocitaria. Practicaron I/R, por oclusion de la arteria pulmonar en conejos;

75



obteniendo mejoria en la lesion pulmonar y un menor secuestro de PMN, en el grupo de ani-
males que recibi6 el tratamiento.

En esta misma linea de investigacion se encuentran las experiencias de Utsonomiya H
et al (213) en 1992, los cuales utilizaron como inmunosupresor la droga FK506; concluyendo
que este fairmaco, a pequefias dosis, prolongaba la supervivencia en el trasplante ortotopico in-
testinal en ratas.

Hay otros investigadores que han demostrado con sus estudios la efectividad de la
FK506 como Hatazawa C et al (71), Date K et al (42), Santiago SF et al (172), los cuales, la
utilizaron como tratamiento previo en el trasplante de intestino delgado en ratas.

Hay otras drogas, dentro del grupo de los anticuerpos monoclonales con efecto inmu-
nosupresor, que han sido empleadas en el trasplante experimental, asi ocurre con el OKT4A,
utilizada por Wee SL et al (220) en primates receptores de trasplante renal. En este ensayo se
observé que dicho farmaco producia un aumento significativo en la supervivencia, que se
acompafiaba de una ausencia de infiltrado celular en el injerto y un bloqueo en la sensibiliza-

cion de las células T del receptor.

Reacciones involucradas en la produccion de metabolitos de oxigeno reactivos,
producidos por células fagociticas.
- Reduccion de oxigeno molecular
0, +¢ ——— 0, Anién superéxido
- Dismutacion de O,
0, +0, +2H+ —» 0,+H,0,
- Reaccion de Haber-Weiss:

H,0,+0, —» OH +OH Radical hidroxilo

76



-Reaccion de Fentom (hierro catalizado):
H,0, + Fe" ————» Fe’'+ OH + OH" Radical hidroxilo
- Reaccion de Mieloperoxidasa:

H,0,+Cl+H — > H,0,+HOCI Acido hipocloroso

4.6. LESION POR ISQUEMIA/REPERFUSION EN INTESTINO

La insuficiencia de la circulacion intestinal afecta, preferentemente, al territorio de la
arteri;l mesentérica superior, que como es sabido, irriga todo el intestino delgado, el ciego,
el colon ascendente y el transverso.

Los déficits circulatorios obedecen a dos mecanismos principales:

- Episodios embélicos o trombosis de instauracion subita sobre placas de ateroma .

- Trombosis obliterantes que se fraguan lentamente e isquemian el intestino. Se ha des-
crito algiin caso de trombosis por anovulatorios (200).

La embolia mesentérica acontece, sobre todo, en pacientes afectos de estenosis mitral
o cardiopatia miocardioesclerotica con fibrilacion auricular. También las dilataciones por aneu-
rismas de la aorta o los infartos de miocardio, con trombos endoteliales, pueden ser la causa.

La obliteracion trombética ocurre, casi exclusivamente, en sujetos arterioclerosos. A
veces, las operaciones encaminadas a mejorar en tales pacientes la circulacion de las piernas,
rompen el equilibrio inestable existente y desencadenan la isquemia intestinal.

Los cuadros clinicos que pueden presentarse son varios y dependen de la brusquedad
de instauracion de déficit circulatorio (isquemia intestinal aguda o cronica) , y de la topografia

de la region isquemiada.
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a) Isquemia intestinal croénica.

Resulta de la instauracion paulatina_de la misma, produciéndose un cuadro de "angor

intestinal". Como consecuencia de este proceso el paciente aqueja un cuadro suboclusivo.
b) Isquemia intestinal aguda.

Depende mas a menudo de una embolia que de una trombosis y da lugar a un cuadro
de infarto intestinal, de prondstico muy grave. En el cuadro clinico predominan las enterorra-
gias y los signos de ileo paralitico.

Las lesiones derivadas del proceso de I/R en intestino, van a ser semejantes a las acon-
tecidas en otros Organos, con la particularidad de que el intestino soporta muy poco tiempo la
situacion de isquemia, en comparacion con otros 6rganos (19). Los cambios estructurales y al-
teraciones fisiopatoldgicas han sido detalladas en el capitulo correspondiente al trasplante in-

testinal.
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1. DISENO EXPERIMENTAL

El objetivo del presente estudio es la valoracion experimental del agente hemorreologi-
co Pentoxifilina en la isquemia-reperfusion intestinal, realizada en ratas macho cepa Wistar.
Con este fin se han seguido una serie de pasos contenidos en el disefio experimental, que se
muestran sintetizados en la figuralO.

El primer punto a considerar, para el buen funcionamiento del proyecto, fue la adquisi-
cidn de la habilidad quirirgica necesaria, para que la intervencion tomara un caracter unifor-
me, de manera que no constituyera, por si misma, una variable influyente en los resultados.

La misma finalidad fue aplicada a la practica de la puncion en la vena dorsal del pene
de los animales, para la administracion del farmaco.

El proceso, en esta fase, incluyo:

- Anestesia intramuscular.

- Laparotomia media.

- Inyeccion de 0'4 ml de suero fisiologico en la v.dorsal del pene.

- Isquemia intestinal, por clampaje de la arteria mesentérica superior.

- Reperfusion inmediata, por retirada del clamp.

- Cierre de la incision mediante sutura.

Para el cumplimiento de este paso, se utilizaron 40 ratas, logrando una supervivencia
total, al 7° dia, del 100%.

El tiempo de isquemia adecuado para practicar el estudio, se determin6 variando el
mismo, hasta conseguir una supervivencia inferior al 50%, al 7° dia de la intervencion.

Se parti6 de un tiempo de isquemia de 90 minutos, practicindose la misma en 30 ratas.

La supervivencia conseguida fue del 85%.
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ADQUISICION DE HABITO QUIRURGICO:
40 ratas. Isquemia Intestinal. 100% SUPERVIVENCIA

D A S A S—

GRUPO.C2: _GRUPOP3:
U4l suero. Pentoxifling
 siligo, 'tml. mgrKg,

omento: Lhora antés

SUPERVIVENCIA oo
A LOSTDIAS a, K Cl Ca, , Urea, reatinina
N MDA, MPO, Estudio Laser-Doppler.
w20/ Grupo Anatomia Patoldgica
n=>5/Grupo

Figura 10: Esquema del disefio experimental.
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Se aument6 el tiempo de isquemia a 120 minutos, aplicandola a otro grupo de 30 ani-
males. La supervivencia total, al 7° dia, fue del 40%, lo que llevo a considerar este tiempo de
isquemia como el apropiado para el proyecto.

La siguiente fase fue la de establecer los grupos experimentales, entre los que se dis-
tibuyeron 150 ratas, a razon de 25 animales por cada uno de los 6 grupos :

- Grupos Control C1 y C2. A los animales que constituyeron estos grupos se les ad-
ministré 0'4 m! de suero fisiologico, una hora antes de la isquemia (C1), o en el momento de la
reperfusion (C2).

- Grupo P1. Les fue administrada una dosis de 0'4 ml de Pentoxifilina a razon de 1
mg/kg de peso, 1 hora antes de la isquemia.

- Grupo P2. Se les inyecto la misma dosis de Pentoxifilina que al grupo P1, pero en el
momento de la reperfusion.

- Grupo P3. La dosis de Pentoxifilina empleada fue de 0'4 m! a una concentracion de
10 mg/kg de peso, aplicada 1 hora antes de la isquemia.

- Grupo P4. Recibi6 la misma dosis de Pentoxifilina que en el grupo P3, pero en el
momento de la reperfusion.

A todos los animales se les practicé la isquemia intestinal durante 120 minutos, apli-
cando en cada caso el tratamiento farmacoldgico correspondiente.

La distribucién de las ratas en los grupos experimentales se realizé de forma aleatoria.

Los estudios y determinaciones, practicados en las ratas de los diferentes grupos,
fueron los siguientes:

- Estudio de supervivencia desde la intervencion hasta el 7° dia. Se realizo en 20 ra-

tas de cada grupo.
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- Estudio Laser-Doppler en el 6rgano comprometido antes de la isquemia, durante la
misma y tras la reperfusion.
- Pruebas bioquimicas en suero: Sodio, Potasio, Urea, Creatinina, Calcio, Cloro,
Fosforo y enzima Lactato deshidrogenasa.
- Determinaciones en el tejido isquémico intestinal:
- Malonildialdehido (MDA), como marcador del grado de peroxidacién
lipidica.
- Mieloperoxidasa (MPQO), expresion de la actividad y secuestro polimorfonu-
clear.
- Estudio anatomo-patologico del tejido intestinal afectado, obteniendo la muestras
tras 1 hora de reperfusion.
Los estudios de Laser Doppler, bioquimica, MDA, MPO e histologia se realizaron en

5 ratas de cada grupo.

83



2. ANIMAL DE EXPERIMENTACION

El animal seleccionado para el presente estudio fue la rata macho albina de la cepa
Wistar, con un peso comprendido entre los 250 y 300 gramos .

Los criterios de seleccion considerados fueron los siguientes:

- Animal manejable por una sola persona.

- Control sanitario de procedencia conocido.

- Bajo coste.

- Mantenimiento poco exigente.

- Tamafio pequefio, lo que facilita su almacenamiento en el estabulario, pero suficiente
para la discriminacion de sus 6rganos.

- Haber sido utilizado frecuentemente en trabajos experimentales anteriores, cuyas re-
ferencias suponen un valioso punto de apoyo .

- Elevada resistencia a las infecciones y rapida recuperacion de las intervenciones
quirargicas.

Al elegir el animal de experimentacion se tuvo en cuenta el sexo, optandose por las ra-
tas macho, ya que las hembras presentan fluctuaciones hormonales, que pueden suponer varia-
bles de influencia no controlable en los resultados.

Las condiciones mantenidas en el estabulario fueron, una temperatura entre 22° y
24°C, y una humedad relativa del 60-70%. Los animales se distribuyeron en jaulas, de forma
que no se almacenaran mas de 5 en cada una de ellas.

La alimentacion de los animales consistid en pienso y agua, hasta las 24 horas previas a
la intervencion, momento en el se les retiraba el alimento, estableciendo el ayuno preoperato-

rio, durante el cual se les mantuvo el agua para su consumo libre "ad libitum".
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El total de animales utilizadas fue de 250, distribuidos de la siguiente forma:

- 40 unidades para practica quirurgica.

- 60 unidades para establecer el tiempo de isquemia 6ptimo.

- 150 unidades para el desarrollo del proyecto, a razon de 25 por cada uno de los 6

grupos establecidos.
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3. GRUPOS EXPERIMENTALES

Los grupos de experimentacion establecidos fueron 6, formados cada uno de ellos por
25 ratas Wistar. La distribucion de estos animales en cada grupo se hizo de forma aleatoria.

Los 25 animales de cada grupo fueron sometidos a una isquemia intestinal de 120 mi-
nutos, segun el protocolo. De estos animales, una vez realizada la intervencion, 20 pasaron a
estudios de supervivencia y 5 fueron utilizados para los estudios de laser-Doppler y posterior-
mente, para las determinaciones analiticas bioquimicas € histologicas.

Los grupos establecidos fueron los siguientes:

- Grupo C1. Grupo Control 1, constituido por 25 animales a los que se inyecté 0'4 ml
de suero fisiologico (SF) por via intravenosa, 1 hora antes de la isquemia intestinal.

Transcurrido este tiempo, se les practico la isquemia durante 120 minutos, pasando al
concluir este periodo a retirarseles el microclamp.

De las 25 ratas, 20 fueron devueltas al estabulario, donde eran controladas diariamente
hasta el 7° dia, para establecer el grado de supervivencia. Al concluir el séptimo dia, estos 20
animales fueron sacrificados mediante una sobredosis anestésica.

A los otros S animales se les incluyd en el estudio de laser-Doppler y al cabo de 1 hora
de la reperfusion, fueron sacrificados y destinados a las pruebas analiticas e histologicas.

- Grupo C2. Grupo Control 2, formado por 25 animales a los que se les realizo la is-
quemia intestinal, inyectandoles O'4 ml de SF en el momento de la reperfusion.

El resto del protocolo fue superponible al del grupo anterior, destinandose 20 ratas al
estudio de supervivencia y las 5 restantes a las pruebas resefiadas.

- Grupo P1. Incluye 25 animales a los que se administro, a través de la v. dorsal del

pene, 0'4 ml de pentoxifilina a una concentracion de 1 mg/kg de peso, una hora antes de iniciar
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la isquemia intestinal. Al terminar los 120 minutos de interrupcion del flujo arterial, se inicio la
reperfusion.

De estos animales, 20 fueron conservados para control de la supervivencia y los otros
5 para la medicidn de flujo, mediante el laser-Doppler, siendo posteriormente empleadas para
las determinaciones analiticas e histologicas.

- Grupo P2. Formado por un total de 25 ratas, cepa Wistar, a las que se les practico
la isquemia intestinal de 120 minutos de duracion, administrandoles una dosis de 0'4 ml de
pentoxifilina con una concentracion de 1 mg/kg de peso, como en el grupo P1, con la diferen-
cia de ser inyectada en el momento de la reperfusion.

El destino de los animales fue semejante al indicado en los otros grupos.

- Grupo P3. Consta de 25 animales a los que se realizo la isquemia-reperfusion intes-
tinal por clampaje de la arteria mesentérica superior, durando este proceso 120 minutos. Se les
administré como tratamiento 0'4 ml de pentoxifilina a una concentracion de 10 mg/kg de peso,
una hora antes de iniciar la isquemia.

Al igual que en los otros grupos, de las 25 ratas, 20 se volvieron al estabulario para es-
tudio de supervivencia, hasta el 7° dia en que fueron sacrificadas, y a las 5 restantes se les
practicaron las determinaciones y estudios programados.

- Grupo P4. Formado por 25 animales a los que se realizo la isquemia-reperfusion
segun el protocolo general, variando la administracion de la pentoxifilina que se inyect6 a una
concentracion de 10 mg/kg de peso como en el grupo P3, pero el momento de la inyeccion fue
al iniciar la reperfusion.

El estudio posterior de los animales sigui6 la misma distribucion que en todos los gru-

pos ya mencionados (Fig.11).
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Grupo C1. 0'4 ml Suero fisiologico / 1 hora preisquemia.
Grupo C2. 04 ml Suero Fisiologico / Reperfusion

Grupo P1. O’4 ml Pentoxifilina (1 mg/kg) / 1 hora preisquemia.
Grupo P2. 04 ml Pentoxifilina (1 mg/kg) / Reperfusion.

Grupo P3. 0'4 ml Pentoxifilina (10 mg/kg) / 1 hora preisquemia.

Grupo P4. 0'4 ml Pentoxifilina (10 mg/kg) / Reperfusion.

Fig. 11. Tratamiento segun los grupos experimentales.
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4. FARMACO EXPERIMENTAL: PENTOXIFILINA (PTX)

4.1. INTRODUCCION

La seleccion de este farmaco para la realizacion del presente trabajo, se basé en las

propiedades hemorreologicas del mismo, con la intencion de ser valoradas en el caso concreto

de la isquemia/reperfusion del intestino delgado.

Las acciones hemorreoldgicas son la base de su utilizacion en el tratamiento de vascu-

lopatias periféricas, enfermedad cerebrovascular y una serie de enfermedades en las que existe

una deficiente microcirculacién regional. Entre las propiedades de la pentoxifilina podemos se-

fialar su capacidad para aumentar la deformabilidad eritrocitaria, reduciendo la viscosidad san-

guinea y disminuyendo la agregacion plaquetaria, asi como, la formacion de trombos.

4.2. FARMACOCINETICA
La pentoxifilina (PTX) pertenece a la familia de las metilxantinas (Figura 12).
Su absorcion es rapida, siendo ampliamente metabolizada.

En su eliminacion participan distintas vias metabolicas, encontrando que mas del 90%

de una dosis de pentoxifilina se elimina por via renal en forma de metabolitos.

CH4CO-CHyCH,CH,CH N || |
o

Figura 12: Férmula quimica de la Pentoxifilina.
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4.2.1. Absorcion vy concentraciones plasmaticas.

La pentoxifilina se absorbe, rapida y extensamente, a partir del tracto gastrointestinal,
tanto en animales como en humanos. También se metaboliza con rapidez a nivel sistémico, al-
canzandose las concentraciones plasmaticas maximas de PTX (aproximadamente 1100 ug/L) y
uno de sus metabolitos (aproximadamente 2000 pg/L) a las 1.05 y 1.8 horas, respectivamente,
después de la administracion de una dosis de 400 mg en capsula.

Segun los trabajos realizados por Beermann B et al (11) en 1985, la administracion de
dosis orales Unicas en capsulas de 400 mg , daba lugar a una concentracion plasmatica media
de 1102 pg/L, a las 1:05 horas. Si la dosificacion era con tabletas de liberacion retardada, la
concentracion detectada era de 299 pg/L a las 3:32 horas. Con esta formulacion retardada se
obtuvo una pico plasmatico entre la 2 y 3 horas de la administracion oral. El nivel de concen-
tracion posterior se mostro proporcional a la dosis y al tiempo transcurrido, aunque sin indi-
cios de acumulacion (79).

En el estudio realizado por Beermann et al (11) se observo que con los dos tipos de
formulacion, las concentraciones plasmaticas del metabolito 1, eran de 1937 pg/L y 343 pg/L
a las 1.8 y 3.15 horas respectivamente. Utilizando una solucion acuosa de PTX, las concentra-
ciones plasmaticas maximas medias de la PTX y de sus metabolitos 1, 4 y 5, aumentaron pro-
porcionalmente a la dosis, aunque sélo pudo demostrarse una estricta proporcionalidad para el
metabolito 5.

Las concentraciones relativas del farmaco y sus metabolitos halladas fueron las

siguientes:

metabolito 5 > metabolito 1> pentoxifilina > metabolito 4
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Coincidiendo con estos resultados los trabajos realizados por Smith RV et al (183) en
1986.

Para poder realizar un estudio de biodisponibilidad apropiado para las preparaciones
de liberacion retardada, Beermann B et al (11) disefiaron un protocolo con dosis repetidas; se
administraron 400 mg de PTX, 3 veces al dia durante 7 dias. En este ensayo no se produjeron
variaciones significativas en las concentraciones plasmaticas maximas para la PTX o sus meta-
bolitos, en comparacion con los valores alcanzados después de dosis Unicas; sin embargo, las
diferencias relativas entre las dos formulaciones se mantuvieron. La biodisponibilidad absoluta
se calculd en 307% y 194% para la capsula y la tableta de liberacion retardada,
respectivamente.

La comparacion de la recuperacion de los metabolitos después de la administracion
oral e intravenosa de PTX, indica que se produce una completa absorcion de las dosis orales.
Cuando se compararon con los valores de biodisponibilidad absoluta, los resultados obtenidos
sugirieron una amplia recirculacién enterohepética (11).

Otra consideracion sobre las dosificaciones orales, es que su administracion junto con
alimentos reduce las concentraciones plasmaticas maximas de la pentoxifilina y del metabolito

1, asi como el tiempo necesario para alcanzar estos niveles (224).

4.2.2. Distribucion

La distribucién de la pentoxifilina se produce rapidamente, no fijindose de forma signi-
ficativa a las proteinas plasmaticas, por lo que la distribucion es relativamente uniforme en to-
dos los tejidos corporales.

No se ha observado acumulacion del farmaco tras la administracion de dosis repetidas.
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Existen trabajos experimentales, en ratas y perros, que demuestran que las concentra-
ciones de PTX son similares en cerebro, corazén, higado, pulmén, rifién y musculo esqueléti-
co. Los niveles en todos los puntos mostraron un tiempo de distribucién y de eliminacion
sin}ilares a los del plasma, lo que indica el escaso potencial de acumulacion histico (36,51,169)

La pentoxifilina en su distribucion incluye la leche materna, pasando a ésta con rapidez,
siendo detectables el farmaco y sus metabolitos 2 horas después de la administracion (224).

Aunque se cree improbable que las cantidades transmitidas tengan importancia clinica.

4.2.3. Metabolismo y Excrecién.

El metabolismo de este farmaco tiene lugar principalmente, por reduccion, para formar
el metabolito 1 y por oxidacion, para formar los metabolitos 4 y 5. Se han detectado otros me-
tabolitos, pero todavia estan por determinar las vias metabdlicas exactas (78,79).

La excrecion en orina se produce mayoritariamente en forma del metabolito 5 y en me-
nor cantidad como metabolito 4. La recuperacion urinaria de estos metabolitos alcanza aproxi-
madamente el 45 y 5% de la dosis, respectivamente. En la orina no se detectan cantidades
significativas de pentoxifilina ni de metabolito 1.

Las recuperaciones urinarias de los metabolitos 4 y 5 tras administracion intravenosa
coinciden con las obtenidas tras administracion oral (11).

Los pacientes con insuficiencia renal muestran una disminucion del aclaramiento de la

PTX. Para evitar la acumulacion del farmaco en estos pacientes, debe ajustarse la dosis (188).

4.2.4. Vida Media.
Partiendo de la utilizacion en individuos sanos, la vida media de eliminacion de la pen-

toxifilina, después de la administracion de dosis orales de 400 mg, fue de 0.89 horas (capsulas)
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y 0.84 horas (farmaco en solucion). Para los metabolitos 1, 4 y 5 se registraron valores casi
idénticos de vida media de eliminacion (11,183).

La vida media de la pentoxifilina tras la administacion intravenosa (200 mg) ha sido
calculada en 1 a 1.6 horas (1,78). Estos valores son mayores que los obtenidos tras la adminis-
tracion de la formulacion en capsulas.

Con las tabletas de liberacion retardada, la vida media de eliminacion de la PTX fue de

3.43 horas y la del metabolito 1 de 3.39 horas (11).

4.3. FARMACODINAMIA
Los efectos farmacodinamicos primarios de la pentoxifilina, se deben al aumento de la
deformabilidad eritrocitaria y a la disminucion de la viscosidad sanguinea. Aunque €stas sean
las acciones mas significativas podemos enumerar otras, algunas de ellas consecuencia de las
ya sefialadas.
a) Efectos directos sobre la composicion sanguinea:
- Aumento de la deformabilidad eritrocitaria.
- Disminucion de la viscosidad sanguinea y plasmatica.
- Disminucion de los niveles de fibrindgeno, con aumento de la capacidad de
fibrinolisis.
- Inhibicién de la agregacion plaquetaria, espontanea e inducida.
- Estimula la sintesis y liberacion de prostaciclinas y reduce la sintesis del tromboxano.
- Reduce el nimero de trombos, potenciando la trombolisis.
- Actua sobre la deformabilidad leucocitaria.
b) Efectos circulatorios:

- Circulacion periférica. Mejora el flujo sanguineo y aumenta la presion sanguinea.
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-Circulacion cerebral. Produce aumento de la microcirculacion nutritiva cerebral. In-
crementa la captacion de oxigeno y el metabolismo de la glucosa a nivel central.
Los efectos nombrados han sido documentados por diversos trabajos, que nos ayudan

a comprender la naturaleza de este farmaco y sus caracteristicas.

Deformabilidad eritrocitaria.

La deformabilidad intrinseca del eritrocito esta determinada por las propiedades vis-
coelasticas de la membrana, la viscosidad del fluido intracelular y la forma de la célula (34).

La elasticidad de la membrana depende a su vez, de las concentraciones de adenosin
trifosfato (ATP) intracelular y de los iones calcio, de manera que, la deplecion de ATP y el
acamulo de Ca™ intraeritrocitario provocan una disminucion de la deformabilidad (221). La
deformabilidad eritrocitaria esta también influida por otros factores: las variaciones de la os-
molaridad normal del plasma y el pH é4cido, que causan rigidez de la membrana eritrocitaria
(119).

Existe la referencia de unos estudios "in vitro", en los que se realizoé una incubacion de
sangre de individuos sanos con PTX, lo que conducia a un aumento significativo de la filtrabi-
lidad eritrocitaria en condiciones de envejecimiento (2,57); en condiciones de hiperosmolari-
dad, con adicién de citrato (105); tras exposicion al acido lactico, y tras exposicion a cloruro
calcico (177).

La pentoxifilina ademas, aumenta notablemente la deformabilidad eritrocitaria en pa-
cientes con enfermedad arterial oclusiva cronica (44, 124), arteropatias diabéticas (94, 214),
trastornos cerebrovasculares (121 170), pacientes sometidos a cirugia vascular o cardiaca (93)

y en individuos sanos (56).
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Existen trabajos de investigacion que documentan la capacidad de la pentoxifilina de
incrementér "in vitro", proporcionalmente a la dosis, los niveles de ATP de los eritrocitos de
los pacientes arteriosclerdticos y, en menor medida, de los individuos sanos (74). En trabajos
experimentales con ratas, la pentoxifilina admiﬁistrada por via oral, produce un aumento signi-
ficativo de ATP, nucleétidos de adenina totales y de la relacion ATP/ADP en los eritrocitos
(63). Hallazgos similares se obtuvieron en el hombre, tras la administracion del farmaco, como
muestran los estudios de Hensel A (74) y de Takamutsu S et al (195).

Kobaladze et al (99) observaron que en el caso de pacientes con cardiopatia isquémica,
la administracion de PTX a una dosis de 600 mg/dia, disminuye el consumo de ATP eritrocita-
rio, regulando los intercambios electroliticos alterados por despolarizacion de la membrana.

Segiin otros trabajos, la PTX reduce la fragilidad osmética de los eritrocitos, en pa-
cientes con trastornos vasculares cerebrales o periféricos (65,141).

La pentoxifilina ejerce un efecto bifasico dependiente de la concentracion de los iones
Ca'™ del eritrocito, que a su vez, afecta la fosforilizacion y el enlace cruzado de las proteinas
de la membrana y, por tanto, la deformabilidad celular (103).

Hay autores como Seigffe D (178) que postulan, ademas de un efecto de la PTX sobre

la deformabilidad eritrocitaria, una accion inhibidora sobre la agregacion eritrocitaria.

Viscosidad Sanguinea y Plasmatica

La viscosidad sanguinea es un factor determinante en el flujo sanguineo, que depende
de propiedades especificas del eritrocito, asi como del grado de viscosidad del plasma.

En un trabajo publicado por Ohshima N y Sato M (145)en 1991, se ensayé la adminis-
tracion de PTX a ratas por via arterial, apreciandose una disminucion de la viscosidad sangui-

nea, acompafiada de un aumento del flujo sagnguineo en los capilares mesentéricos.
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Guerrini et al (61) observaron que la administracion oral de PTX en enfermos con cir-
culacién periférica alterada, conducia a reducciones significativas de la viscosidad sanguinea;

también ha sido apreciado este efecto en pacientes con alteraciones cerebrovasculares (130).

Fibrinogeno plasmatico

Se sabe que aproximadamente un 60% de los pacientes con deficiencias circulatorias, a
nivel periférico o central, presentan niveles plasmaticos de fibrinbgeno superiores a lo normal.
Con la administracion oral y parenteral de pentoxifilina, en pacientes con este tipo de patolo-
gia, se ha conseguido una disminucion de estos niveles, ya sea por aumento de la actividad fi-
brinolitica (5, 189), o por reduccion en la produccién del fibrindgeno (195).

Este efecto colabora, también, en la disminucion de la viscosidad sanguinea.

Agregacion plaquetaria y formacién de trombos

Estudios realizados por Stefanovich V (188), utilizando "in vitro" PTX sobre plaquetas
humanas y bovinas, demostraron que este farmaco aumentaba los niveles de adenosin mono-
fosfato ciclico (AMPc), y que inhibia la fosfodiesterasa ligada a la membrana. Estos hechos
conllevan una activacion de una proteinquinasa que, a su vez, cataliza la fosforilizacion de las
proteinas de membrana por el ATP, dando lugar a una inhibicion de la agregacion plaquetaria.

La administracion de PTX a pacientes con problemas vasculares periféricos, mejora los
indices de agregacion plaquetaria y de los parametros implicados en la formacion de trombos.
La PTX disminuye también la adhesion y agregacion plaquetaria a las paredes de los vasos (4).

Otra accion de la pentoxifilina es la de estimular la sintesis y liberacién de prostacicli-
nas, 1o que supone una reduccion en la formacion de una sustancia promotora de la agrega-

cion, el tromboxano (157).
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Ambrus CM et al (2) realizaron investigaciones experimentales con monos, que
demostraron que lg PTX potencia la trombolisis inducida por la uroquinasa y la prostaciclina,
la liberacion de los activadores del plasmindgeno y la activacién de la fibrinolisis.

La pentoxifilina disminuye el riesgo de la trombosis venosa profunda postoperatoria y

el embolismo pulmonar, en pacientes sometidos a cirugia general (44).

Deformabilidad leucocitaria

Los leucocitos, debido a su gran tamaiio y a la complejidad de su estructura, pueden
contribuir de forma significativa en la resistencia del flujo capilar. El papel de los leucocitos en
el éstasis vascular estd menos definido que el de los eritrocitos, aunque si ha sido documentada
su participacion en los éstasis de origen leucémico (174).

Investigaciones realizadas por Schmalzer EA y Chien S (174) en 1984, con suspensio-
nes de leucocitos a los que se afiadia PTX, mostraron un aumento de la filtrabilidad de mono-
citos y leucocitos polinucleares, pero no de linfocitos. El grado de adhesion no se vio afectado
por el farmaco, lo que indica que el incremento en la filtrabilidad se debia a cambios en la de--

formabilidad celular.

4.4, PENTOXIFILINA EN EL PROYECTO EXPERIMENTAL
4.4.1.Dosificacion.

Se utilizaron dos tipos de concentracion de la pentoxifilina.

- 1 mg/kg de peso

- 10 mg/kg de peso.
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Teniendo en cuenta la conveniencia de aplicar una cantidad total de liquido no superior
a 0'5 mililitros, se calculd la concentracion del farmaco para adoptar un volumen total de in-
yeccion de 0'4 ml.
a)Grupo de ratas con una dosificacion de 1 mg/kg de peso de PTX.
-Peso medio = 300 gr. Dosis de PTX= 0'3 mgr.
( Deben haber 0'3 mgr. de PTX en 0'4 ml de suero fisiologico ).
- Se mezclaron 385 ml de suero fisiologico con una ampolla de Hemovas ®,
que contiene 300 mg de pentoxifilina en 15 ml de solucion.
b)Grupo de ratas con una dosificacién de 10 mg/kg de peso de PTX.
- Dosis de PTX por rata = 3 mgr.
Deben haber 3 mgr. de PTX por cada 0'4 ml de suero.

- Se mezclaron 25 ml de suero fisioldgico con una ampolla de Hemovas®.

4.4.2.Administracion.
La administracion en todos los grupos fue a través de la vena dorsal del pene, realizan-

do la inyeccion lentamente y con el preparado previamente atemperado.
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5. TECNICA QUIRURGICA

Como preparacion para la intervencion, los animales se mantuvieron en ayuno, sin reti-
rar el aporte de agua, durante las 24 horas previas a la misma; siendo colocados en jaulas con
rejilla inferior para evitar la ingestion de heces.

Al dia siguiente, las ratas fueron retiradas de la jaula y pesadas en una balanza, para
comprobar que permanecian dentro del peso exigido (250-300 gr); pasando entonces a inyec-
tarles la anestesia, por via intramuscular.

Dosis y preparado anestésico.

Las ratas fueron anestesiadas mediante una mezcla formado por los siguientes prepara-

dos comerciales:

!

- 25 mg/kg de peso de Ketamina (Ketolar ®)
- 20 mg/kg de peso de Diazepan (Valium ®)
- 1 mg/kg de peso de Atropina (Atropina ®)

De forma que cada 5 ml de la mezcla anestésica contenia:

2'5 ml de Ketamina + 2 ml de Diazepan + 0'S ml de Atropina

La administracon de la anestesia fue por via intramuscular, en una de las patas
posteriores.

Dosis de anestesia segun el peso del animal:

Peso (gr) 250 275 300

Volumen ( ml ) 1'35 1'50 1'75
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A las ratas pertenecientes a los grupos C1, P1 y P3, es decir aquellas que requerian
pretratamiento con suero fisidlogico o pentoxifilina, se les administraron estas sustancias, a
través de la vena dorsal del pene, 1 hora antes de proceder a la intervencion (Figura 13).

Una vez anestesiados los animales, fueron fijados a la tablilla de experimentacion en
decubito supino, por medio de 5 gomas elasticas, 4 para las extremidades y una por debajo de
los incisivos superiores que les sujetaba a un fijador situado en la parte superior de la tablilla.

Con las ratas ya fijadas, se procedio al rasurado del abdomen, desde el hueco xifoides
hasta la region genital, limpiando después esta zona con una solucién antiséptica iodada.

Posteriormente se procedio a realizar una laparotomia media, lo suficientemente amplia
para proporcionar un buen campo de visioén (5-6 cm), separando mediante un autoestatico los
bordes de la incision, quedando asi visibles las asas intestinales que son retiradas hacia el flan-
co derecho. Al ser visible el rifion izquierdo y la entrada del pediculo vascular, se diseca y libe-
ra con mucho cuidado los tejidos paraadrticos de la region suprarrenal, bien con disector o
con ayuda de dos gasas, buscando la raiz de la arteria mesentérica superior. Se disecan los te-
jidos de alrededor, quedando en disposicion de ser clampada la arteria (Figura 14).

Para comprobar realmente la identidad de la a.mesentérica, buscamos la vena porta en
su entrada al hilio hepatico, observando que por debajo de ella emerge el tronco arterial que
habiamos independizado.

En este momento se procedid al clampaje del vaso con un microclamp, (Figura 15), se-
guidamente se cubrid la incision con gasas impregnadas en suero fisiologico, para evitar la
deshidratacion, y se enfoco hacia el animal una fuente de calor externa, para impedir el enfria-
miento del mismo.

El clampaje se mantuvo durante 120 minutos, al final de los cuales era retirado el

clamp, inicidndose la reperfusion (Figura 16).
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Figura 16: Retirada del clamp tras los 120 minutos de isquemia.
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En este momento, los grupos C2, P2 y P4, recibieron el tratamiento farmacologico
protocolizado, por via intravenosa: suero fisiologico (grupo C2) o pentoxifilina (grupos P2 y
P4); son los grupos que segun el protocolo debian recibir el tratamiento farmacologico en el
momento O de la reperfusion.

El cierre de la laparotomia se realiz6 mediante sutura.

Al terminar este proceso, se reintegraron las ratas al estabulario, para estudio de super-
vivencia, o bien se retuvieron para estudio de laser Doppler, pruebas bioquimicas e

histoldgicas.
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6. OBTENCION DE PIEZAS Y MUESTRAS PARA ANALIZAR.

Una vez practicada la intervencion, se procedio a reintegrar al estabulario las ratas des-
tinadas al estudio de supervivencia (n=20) y las restantes (n=5). quedaron en la mesa de ope-
raciones para realizarles distintas pruebas.

Técnica de Lavado.

Se localiz6 la vena cava inferior, pasando a realizar la extraccion de sangre, por pun-
cioén de la misma, mediante una jeringuilla de 5 cc, aspirando lentamente para evitar la hemoli-
sis del suero. La sangre extraida se introduce inmediatamente en un tubo seco, para proceder a
la separacion del suero por centrifugado. Este suero sera el utilizado para las determinaciones

bioquimicas (Figura 17).

Figura 17: Extraccion sanguinea.
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Con el fin de eliminar todas las células que se encuentran en el espacio intravascular
del intestino, se procedio al lavado intestinal segln el procedimiento siguiente:

Tras la localizacion de la aorta y de la vena mesentérica inferior, se colocaron hilos de
referencia en la porcion yuxtadiafragmatica de la aorta y la confluencia de la vena porta con la
vena mesentérica.

Realizamos seguidamente una ligadura de ambas arterias renales, y aorta por debajo de
la a. mesentérica 5@or, para dirigir el flujo solamente hacia la zona que deseamos pefundir,
que es precisamente todo el territorio mesentérico.

Con el fin de evitar cualquier circulacion colateral a través de las arcadas vasculares
intestinales, se ligaron en masa mesenterio e intestino, en su porcion mas distal y mas proxi-
mal, quedando totalmente identificada la zona de trabajo.

Se canalizé la aorta con un abocat, de forma ascendente, en la region comprendida
desde la ligadura inferior hasta la referencia yuxtadiafragmatica, quedando preparado el siste-
ma de perfusion para el lavado intestinal.

La perfusion fue realizada con suero fisiologico frio al 0'9 %, mediante un sistema de
goteo, al que se imprimi6 una presion equivalente a 110cc de H,O.

Inmediatamente antes de iniciar el goteo, se procedié a la ligadura de la aorta en su ex-
tremo toracico y a la seccion de la v.mesentérica, con el fin de dejar drenar los restos sangui-
neos en el momento de iniciar el relleno del arbol vascular con suero fisiologico.

Se consider6 suficiente un volumen de 50 cc de suero fisiologico para dejar limpio el
circuito vascular aislado, observandose un cambio de coloracion inmediato en todas las asas
intestinales implicadas en el proceso, quedando de un color mas blanquecino que el resto de

los tejidos adhyacentes.
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Una vez finalizado este proceso, también fue lavado el interior del intestino, mediante

un bolus de 25 a 30 cc de suero fisiologico frio, arrastrando asi cualquier particula de alimento

-

0 secreciones existentes en su interior (Figura 18).

La extraccion de la porcion intestinal a estudio, se realizé con rapidez para frenar cual-
quier proceso que pueda generarse a causa de la isquemia producida. Se mantuvieron los teji-
dos a baja temperatura mientras eran preparados para la realizacion de los cortes histoldgicos

y las determinaciones de malonildialdehido y mieloperoxidasa.

Figura 18: Lavado intestinal
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7.PRUEBAS ANALITICAS.

Dentro de estas determinaciones podemos distinguir:
- Las realizadas en el suero de los animales (pruebas bioquimicas)
- Las practicadas en el tejido intestinal (pruebas de peroxidacion lipidica y de actividad

neutrofilica).

7.1. PRUEBAS BIOQUIMICAS.

Las determinaciones que se realizaron en suero, mediante el autoanalizador de bioqui-
mica MEGA de la casa comercial Merck®, fueron las siguientes:

- Urea.

- Creatinina.

- Sodio.

- Potasio.

- Calcio.

- Cloro.

- Fosforo.

- Lactato-deshidrogenasa.

Urea. La técnica de determinacion se basa en la transformacion de la urea mediante

una reaccion totalmente enzimatica:

Urea+H,0+2H" ¢ —® Co,+2NH,

2NH," + 22-oxoglucarato + 2NADH & 22-glutamato +2NAD" + 2H,0
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La disminucion de la concentracién de NADH, por unidad de tiempo, es proporcional
a la de urea, la cual se mide por espectrofotometria.

Creatinina. Se realizé una técnica colorimétrica, basada en la capacidad de la creatini-
na de producir una coloracién amarillo-naranja al unirse con el acido picrico, en solucion alca-
lina. La intensidad de esta reaccion es proporcional a la concentracion de creatinina.

Sodio, Potasio y Cloro. El método empleado para estas determinaciones fue el de
electrodo ion selectivo.

Calcio. El calcio ionizado, Ca++, reacciona con la O-cresoftaleina complexona, en me-
dio alcalino, tomando una coloracion violeta. La extincion de la coloracion es proporcional a
la concentracion de calcio en el suero.

Lactato deshidrogenasa (LDH). Se determiné mediante una reaccion fotométrica,
siendo la velocidad de disminucion de la concentracion de NADH, directamente proporcional

a la actividad de LDH en suero.

7.2. PRUEBAS DE PEROXIDACION LIPIDICA.

Determinacién de Malonildialdehido (MDA).

El MDA es un metabolito resultante del proceso de peroxidacion lipidica, que acontece
durante la reperfusion del 6rgano sometido a isquemia, por lo que su determinacion nos da in-
formacion sobre la intensidad de este proceso.

Los niveles de MDA fueron determinados por reaccion colorimétrica con el acido tio-
barbiturico, como desribieron Bieri JG y Anderson AA (16).

Las concentraciones de proteinas fueron determinadas segin el método de Lowry OH

et al (115).
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Método:

1°- Preparacién y conservacion de la muestra.

Se lava el tejido intestinal con suero fisiologico y se separa una porcion de aproxima-
damente 0'5 gr. Esta muestra se conserva en nitrogeno liquido hasta el momento de la
homogenizacion.

2°- Homogenizacion.

Se extrae la muestra del nitrogeno y se coloca en el homogenizador Potter Sigma®
junto con 4'5 ml de cloruro potasico al 1'15%, durante 15 segundos.

En un tubo pirex de cierre hermético se colocan 0'5 ml del homogenado, 3 ml de 4cido
fosforico al 1% y 1 ml de acido tiobarbiturico al 0'6%.

Se mezcla unos segundos en un vortex y se introduce en un bafio a 100°C durante 45
minutos.

Transcurrido este tiempo se enfria la muestra dentro de un batea con hielo y se le afa-
den 4 ml de N-butanol, agitandolo vigorosamente.

Se pasa a centrifugar la mezcla durante 15 minutos a 4000-5000 rpm.

Se separa el sobrenadante para realizar la lectura.

3°- Lectura.

Colocamos 1 ml del sobrenadante en una cubeta apropiada y pasamos a realizar dos
lecturas en el espectrofotometro, una con una longitud de onda de 535 nmy otra a 520 nm.

La diferencia entre las dos lecturas es el valor del MDA, expresado en nmol / mg de
tejido.

Para el calculo del valor proteico dividiremos este resultado por 0'04 obteniendo nmol

/ mg de proteina.

109



7.3. PRUEBAS DE ACTIVIDAD NEUTROFILICA.

Determinacién de Mieloperoxidasa (MPO).

La MPO es una enzima presente en los granulos primarios de los granulocitos segmen-
tados neutrofilos. Esta enzima actua catalizando la produccion de acido hipocloroso, a partir
del ion CI' y del perdxido de hidrogeno, generado por estimulacion de los neutrofilos.

El nivel de MPO nos proporciona informacion sobre la actividad neutrofilica en tejido
intestinal, provocada por la isquemia/reperfusion que lleva a un secuestro y estimulacion de es-
tas células.

La determinacién de MPO se realiza en cortes de tejido y su cuantificacion se hace por
métodos colorimétricos (164,168,193) o mediante isotopos por radioinmunoensayo (77).

En el presente trabajo se utilizé un método colorimétrico, basado en la técnica descrita
por Renlund DG (164).

1°- Conservacion de la muestra.

Se lava el intestino delgado con suero fisiologico al 0'9% y se realizan cortes de 0'5
gr. Estas fracciones de tejido se introducen inmediatamente en nitrégeno liquido, hasta la reali-
zacion de la prueba.

2°- Homogenizacion y preparacion de la muestra.

Recuperamos la muestra congelada y la introducimos en un tubo, con 2 ml de tampén

de homogenizacion, el cual esta formado por:

- 100 ml. de fosfato potasico 50 mM.
- 0'5 gr. de hexadecitrimetilamonio (HTAB).

- 0'146 gr. de acido etilenodiaminotetraacético (EDTA).
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Homogenizamos 15 segundos y volvemos a afiadir 2 ml del tampoén anterior. Continua-
mos homogenizando durante 1 minuto y 45 segundos, tras los cuales volvemos a afiadir 2 ml
de tampon.

Pasamos a centrifugar la muestra, con un total de 6 ml de tampon, durante 30 minutos
a 3000 rpm. Al terminar extraemos el sobrenadante y lo guardamos en un bafio de hielo, hasta
la lectura.

3°- Lectura por espectrofotometria.

En este paso utilizaremos un tampén de ensayo formado por:
- 25 ml fosfato potésico 100 mM
- 83'3 pl. de peroxido de hidrogeno al 0'3%
- 83'4 ul. de hidrocloruro de O-dianisina al 1%
- Agua destilada hasta completar un volumen total de 50 ml
Para obtener el blanco patron, colocamos 2 ml de este tampén en una cubeta de
lectura.
Para la preparacion de la muestra se pipetean 1'45 ml del tampoén y 50 pl del sobrena-
dante de la muestra, ya separado, en una cubeta de lectura. Se incuba durante 3 minutos a
temperatura ambiente.
Se pasa a la lectura en un espectrofotometro con una longitud de onda de 460 nm.

El resultado se obtiene con la siguiente formula:

(Absorbancia Muestra - Absobancia Blanco) / 2 = Unidades de MPO
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8. LASER DOPPLER.

Para la medicién de flujo microcircularorio intestinal, se realizé un estudio de flujome-
tria por liser Doppler, utilizando el flujometro Periflux®, aplicado al intestino delgado, antes,

durante y después de su isquemia.

8.1. CARACTERISTICAS DEL FLUJOMETRO PERIFLUX PF3®.

Este flujometro posee una frecuencia de 12 Khz y un tiempo constante de 02 segun-
dos, estando conectado a un ordenador IBM Personal System 12 Model 70/386®, con moni-
tor Type 8515 S/N 55-H8371®.

El flujometro posee una fuente laser de 2 mV He-Ne, que produce una luz monocro-
matica de 0'8 mm de anchura, la cual es trasmitida al tejido directamente a través de 3 fibras
opticas. La potencia del rayo en el cabezal de la fibra es de 1 mW.

La fibra-sonda utilizada es la PF 308® (Perimed Suecia). Es una sonda multifibra y su
colocacion en el organo es superficial, detectando los registros de la superficie intestinal.

La luz emitida se dispersa a través de las estructuras estaticas y dindmicas, siendo estas
Gltimas las que provocan los cambios en la frecuencia del haz de luz dispersado. El cambio de
frecuencia es proporcional al numero y velocidad de las estructuras dinamicas, fundamental-
mente de los eritrocitos. Cuanto mayor sea el namero de eritrocitos y su velocidad, tanto ma-
yor sera el cambio experimentado en la frecuencia del rayo incidente y a la inversa. Existe pues
una proporcién directa entre las variaciones de frecuencia detectadas y el volumen del flujo
sanguineo.

Hay dos fibras opticas que captan el haz de luz dispersado, y lo conducen a dos foto-

detectores, donde se produce una demodulacion automatica, es la "unidad de deteccion”. El
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fotodetector transforma la sefial luminosa en eléctrica y la conduce a la "unidad de
procesamiento”.

La sefial pasa primero por un filtro potenciador W (W-Weighting filter®), formado en
realidad por 4 filtros, donde se selecciona la frecuencia deseada. La sefial filtrada es elevada al
cuadrado, y con un voltaje proporcional al poder del fotodetector, se obtiene la sefial corres-
pondiente al valor instantaneo de la densidad del poder espectral Doppler.

El flujémetro Periflux® posee un circuito linealizador, incluido dentro de la unidad de
procesamiento, para evitar resultados erréneos a causa de la multidispersion. El linealizador
multiplica la sefial recibida por un factor de correccion, de acuerdo con la concentracion de

eritrocitos.

8.2. MANTENIMIENTO Y CALIBRACION DEL FLUJOMETRO.

Antes de utilizar el flujometro debe ser controlado mediante un calibrador estandar,
formado por esferas de latex. El flujometro se conecta a un ordenador IBM PC y las sefiales
se analizan utilizando el programa "software Perisoft®". Los valores registrados son los nive-
les medios del flujo computado cada 15 segundos.

Semanalmente se controla el nivel 0 y la ganancia de la sonda PF 308®, mediante un
osciloscopio (Hameg Instruments HM 205-2®) y la solucion estandar Periflux Motility Stan-
dar PF 100®.

El procedimiento es el siguiente:

Conectamos el flujometro a la red y esperamos 30 minutos; a continuacion se introdu-
ce la sonda en el orificio "Probe test" del flujometro, esperando 2 minutos hasta que el valor se

estabiliza entre 0 y 0'2 unidades de perfusion (UP), valor admitido como 0.
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Para controlar la ganancia utitilizamos la solucion de particulas de latex, que previa-
mente habremos atemperado. Colocamos la sonda en el interior del frasco que contiene las
particul;cls; al cabo de 2 minutos procederemos a realizar la lectura en el flujometro (250+20
UP) y en el osciloscopio (2'S V). Si la lectura no es correcta, se ira variando el potenciometro
de calibracion, hasta regularla, momento en el que ya podemos comenzar las lecturas, lavando

previamente la sonda con agua bidestilada.

8.3. ADAPTACION DEL LASER DOPPLER EN INTESTINO DELGADO.

El estudio microcirculatorio por laser, se practico en 5 ratas de cada uno de los gru-
pos. Estos animales son los que posteriormente pasaran a ser utilizados para las pruebas bio-
quimicas e histologicas.

Procedimiento:

Primeramente se calibrara el flujometro y la sonda, como ha sido expuesto.

Una vez realizada la laparotomia media y bien aislada la region mesentérica del intesti-
no delgado, se opoya la sonda sobre esta zona comenzando los registros 30 minutos antes de
practicar la isquemia, hasta 1 hora después de establecer la reperfusion.

Los registros se recogen de forma ininterrumpida durante todo el proceso, siendo los

datos introducidos en el ordenador, que realizara la curva de lectura (Figura 19).
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Figura 19: Instalacion para el estudio Laser-Doppler.
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9. HISTOLOGIA

El estudio histologico se realiz6 en 5 ratas por grupo, que son las mismas que han ser-
vido para la medicion del flujo sanguineo por laser Doppler y para las pruebas bioquimicas.

Se practico la exéresis del intestino, después de una hora de reperfusion. separando el
segmento de intestino delgado que presentaba signos de isquemia,

Se introdujeron las muestras en nitrogeno liquido, para su conservacion hasta el mo-
mento de procesarlas.

Procedimiento:

Primero se realizo6 la fijacion de las muestras.

El tejido extraido es deshidratado mediante alcohol etilico a distintas concentraciones
(50%, 70%, 80% y 100%). Después se pasaron por xilol al 100%.

Se le realizo el parafinado, procediendo a cortar la pieza utilizando un microtomo de
2.

Para quitar la parafina se introdujeron los cortes en una estufa a 60°C, durante una ho-
ra, inmersos en un recipiente con xilol.

Se pasan por alcohol etilico al 100%, 70% y 50%, lavando posteriormente con agua.

En este momento ya puede procederse a la tincion de las preparaciones.

Tinciones:

1- Tincion de Hematoxilina-Eosina.
- 5 minutos en hematoxilina Harris. Se lava con agua.
- 5 segundos en carbonato de litio. Se lava con agua.

- 5 minutos en eosina acida. Se lava con agua.
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2- Tincion de Naftol As-D Cloroacetato.
- 3 gotas de pararrosanilina al 4%.
- 3 gotas de nitrito sodico al 4%. Se agita 60 segundos.
- Se afiaden 60 ml de tampon buffer con un pH de 7'62. Se mezcla todo y se
ajusta el pH a 6'3 mediante acido clorhidrico 2N.
- Se disuelven 20 mg de naftol As-D cloroacetato en 20 m! de dimetilformami-
da. Se filtra.
- Se incuban las preparaciones en esta solucion durante 1 hora y se lava con
agua.
Esta tincion pone en evidencia los leucocitos neutroéfilos contenidos en las muestras ti-
sulares, que adquieren una coloracion rosada.
Las preparaciones ya tefiidas son deshidratadas nuevamente con alcohol etilico al 50,
70 y 100%. Se lavan con xilol y se les cubre con un preparado de permanencia (montaje con
Entellan).
El estudio de las preparaciones se realizo a microscopia 6ptica, a 400 y 1000 aumentos
(por inmersion), valorando el grado de la lesion isquémica, mediante la tincion de

hematoxilina-eosina y el nivel de infiltracion neutrofilica con la tincién de naftol.
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10. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS.

Para la valoracién de los resultados se han utilizado los programas "Stat View" y
"Graph" en un ordenador Macintosh, y los programas "Harvard Graphics" y "Power-Point" en
un ordenador PC.

La comparacion de los porcentajes en los estudios de supervivencia, se efectud con la
prueba de Ji-cuadrado, calculandose el grado de significacion estadistica.

En el caso de varniables cuantitativas (pruebas bioquimicas, MDA y MPO) al tratarse de
la comparacion de mas de dos grupos, se utilizo el test ANOVA, que nos permitié conocer la
existencia de relaciones lineales de las variables. Con el fin de determinar entre qué grupos se
establecian las diferencias estadisticamente significativas, se realizo un test de comparaciones
multiples, test de Fisher.

En todos los casos el nivel de significacion se establecio para un a = 0'05.
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RESULTADOS
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1. ESTUDIOS DE SUPERVIVENCIA.

Los estudios de supervivencia fueron realizados en 20 ratas de cada grupo, a las que
previamente se les realizo la isquemia intestinal de 120 minutos de duracion, segun el protoco-
lo. El control de estos animales fue diario durante 7 dias.

La supervivencia total, por grupos fue del 45% en el C1, del 50% en el C2, del 55% en

el P1, del 60% en el P2, del 60% en el P3 y del 65% en el P4 (Tabla I, Figura 20)

GRUPO |N°RATAS| 1°DIA | 3°DIA | 5°DIA | 7°DIA
C1 20 18 (90%) | 15 (75%) | 10 (50%) | 9 (45%)
C2 20 17 (85%) | 12 (60%) | 10 (50%) | 10 (50%)
P1 20 16 (80%) | 14 (70%) | 11 (55%) | 11 (55%)
P2 20 18 (90%) | 14 (70%) | 12 (60%) | 12 (60%)
P3 20 15 (75%)| 14 (70%) | 13 (65%) | 12 (60%)
P4 20 18 (90%) | 16 (80%) | 14 (70%) | 13 (65%)

Tabla I: Supervivencia por grupos, en los dias 1°, 3°, 5°y 7°.
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Figura 20: Porcentaje de Supervivencia por dias.
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Para la comparacion de los porcentajes de supervivencia entre los distintos grupos se
utilizo la prueba de Ji?, obteniendo los siguentes resultados:

Entre los grupos P1 y C1 X'=0'4, p=0'527, entre los grupos P4 y C1 X=1'61 y
p=0'2056;, entre los grupos P2 y C2 X'=0'404 y p=0'525; entre los grupos P3 y C2 X'=0'404 y
p=0'525; entre los grupos P1 y P2 X'=0'102 y p=0'7491; entre los grupos P3 y P4 X=1'07 y
p=0'744; entre los grupos P1 y P4 X'=0'417 y p=0'51; entre los grupos P1 y P3 X=0'102 y
p=0'74; entre los grupos P2 y P3 X=0y p=1y entre los grupos P2 y P4 X=0'104 y p=0'744.

No se hallaron diferencias significativas en la supervivencia final de los distinto grupos,
tanto entre los tratados con Pentoxifilina (P1 a P4), como entre estos grupos y los controles,

Cl1 y C2 (Figura 21).

12=04 =161 1= 0404 7= 0404
p=045271 p = 02056 p=0525 p= 0525

80

70 65 60 60
60 > 50 (& 500
0| 145 45

40
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% Supervivencia

C1-P1 C1-P3  C2-P2  C2-P4 GRUPOS

Figura 21: Supervivencia de cada grupo (P1, P2, P3 y P4) comparada con los grupos

controles (C1 y C2).

121



2. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS.

2. 1. UREA.

Este parametro fue determinado en el suero de 5 ratas por grupo. Las medias obteni-
das en la determinacion de urea, en los distintos grupos fueron las siguientes: grupo C=722
mg/dl; grupo P1=75'2 mg/dl, grupo P2=53'8 mg/dl, grupo P3=73'8 mg/dl; grupo P4=50'8
mg/dl. Estos datos revelan una disminucion en los niveles de urea, de los gupos tratados con

pentoxifiling administrada en el momento de la reperfusion (Tabla II).

UREA |[MEDIA [DESV. STD. | ERR. STD.
| GrupoC | 722 | 14237 6637
Grupo P1 | 752 7463 3338
GrupoP2 | 538 9'365 4'188
GrupoP3 | 7318 4382 1'960
Grupo P4 | 5018 4087 1'828

Tabla II: Tabla de medias, desviacion y error estandar de los niveles de Urea en los dis-

tintos grupos.

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizo el test de ANOVA. Se compara-
ron los distintos grupos con el grupo control, para conocer el grado de significancia, obser-

vandose diferencias significativas entre los distintos grupos (Tabla III).

UREA GRADOS DE SUMA DE VALORDEF | VALORDE P
LIBERTAD | CUADRADOS

Grupos 4 3048'560 9.976 0.0001

Residual 20 1528'000

Tabla III: Test Anova para las determinaciones de Urea.
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Se aplico un test de comparaciones miltiples, test de Fisher, para saber entre qué gru-
pos se encontraban estas diferencias estadisticamente significativas.

Se hallaron dichas diferencias entre los grupos P2 y P4, frente al grupo control.

No se hallaron diferencias entre los grupos P2 y P4 .

Estas relaciones vienen reflejadas en la tabla IV.

UREA DIFERENCIA DE LAS VALORDE P DIFERENCIA
MEDIAS SIGNIFICATIVA
Grupos Cy P1 0 - NO
Grupos Cy P2 214 0'001 SI
Grupos Cy P3 1'4 0'8027 : NO
Grupos Cy P4 24'4 0'0003 SI
Grupos Pl y P2 21'4 0'0010 SI
Grupos P1y P3 1'4 0'8027 NO
Grupos P1y P4 24'4 0'0003 SI
Grupos P2 y P3 -20 0'0017 SI
Grupos P2 y P4 3 0'5933 NO
Grupos P3 y P4 23 0'0005 SI

Tabla IV: Test de Fisher. Comparacion de los resultados de Urea por grupos.

A continuacién se muestra un diagrama de barras con los niveles de urea, para una ob-

servacion mas detallada de las diferencias encontradas entre los distintos grupos (Figura 22).
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Figura 22: Representacion grafica de las medias y error estandar de los niveles de

Urea, en los distintos grupos.

2.2. CREATININA.

Las medias obtenidas con la determinacion seroldgica de la creatinina fueron las si-
guientes: grupo C= 1'18 mg/dl; grupo P1= 0'88 mg/dl; grupo P2= 0'72 mg/dl, grupo P3=1'02
mg/dl; grupo P4= 0'80 mg/dl. Los resultados reflejan una disminucion en el valor medio de la

creatinina en los grupos tratados con pentoxifilina con respecto al grupo control (Tabla V).

CREATININA | MEDIA | DESV. STD. | ERR. STD.
Grupo C 118 0'084 0'037
Grupo P1 0'88 0'110 0'049
Grupo P2 072 0'192 0'086
Grupo P3 1'02 0'084 0037
Grupo P4 0'80 0'158 0071

Tabla V: Niveles de Creatinina: medias, desviacion y error estandar en los distintos

grupos.
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Se aplico un test d¢ ANOVA para analizar los datos obtenidos y observar el grado de

significancia entre los grupos P1 a P4 (tratados con pentoxifilina) y el grupo control. El test

demostro la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre ellos (Tabla VI).

CREATININA | GRADOS DE SUMA DE VALORDEF [VALORDEP
LIBERTAD | CUADRADOS
Grupos 4 0'668 9'489 0'0002
Residual 20 0'352

}

Tabla VI: Test Anova para el parametro Creatinina.

Al realizar el test de Fisher o de comparacion multiple (Tabla VII), observamos que

existen diferencias significativas entre los Grupos P1, P2y P4, frente al Grupo C.

No se encontr6 diferencia significativa entre el grupo P3 y el control; tampoco entre

los grupos P2 y P4 (estos altimos corresponden a los que recibieron la pentoxifilina en el mo-

mento de la reperfusion).

Se hallaron diferencias entre los grupos P2 y P3, y entre P3 y P4.

CREATININA DIFERENCIA DE VALOR DE P DIFERENCIA
LAS MEDIAS SIGNIFICATIVA
Grupos Cy P1 030 0'0019 SI
Grupos Cy P2 0'46 <0'0001 S1
Grupos Cy P3 0'16 0'0710 NO
Grupos Cy P4 038 0'0002 SI
Grupos P1y P2 0'16 0'0710 NO
Grupos P1yP3 -0'14 0'1108 NO
Grupos P1 y P4 0'08 0'3517 NO
Grupos P2 y P3 -0'30 0'0019 S1
Grupos P2 y P4 -0'08 03517 NO
Grupos P3 y P4 022 0'0163 SI

Tabla VII: Test de Fisher para la Creatinina.
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Para una mejor comprension de estos resultados realizamos un diagrama de barras
(Fig.23).

En éste se muestra la relacion de los niveles de creatinina entre los grupos tratados con

pentoxifilina y el control.

CREATININA mg/dl
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Figura 23: Representacion grafica de las medias y el error estandar de los niveles de

Creatinina en los distintos grupos.

2.3. SODIO.

Las medias obtenidas en la determinacion del sodio en cada grupo fueron las siguien-
tes: grupo control= 141'8 mEq/l; grupo P1= 138'4 mEq/l; grupo P2= 1402 mEq/l; grupo P3=
140'8 mEq/1; grupo P4= 142'8 mEq/1.

No se aprecian diferencias entre los grupos tratados y el grupo control (Tabla VIII).
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SODIO  |MEDIA |DESV. STD. | ERR. STD.
| Grpoc | 1418 | 2388 1'158
| GrpoP1 | 1384 | 2302 1'030
| GrupoP2 | 1402 | 3033 1'356
GrupoP3 | 1408 | 3421 's3
|{ GrupoP4 | 1428 | 0837 0374

Tabla VIII: Tabla de medias para los valores de Sodio, desviacion estandar y error es-
tandar.

Se realizo un test ANOVA, con el fin de comparar los grupos tratados con pentoxifili-
na con el grupo control, y ver de esta forma si existian diferencias estadisticamente significati-
vas entre ellos.

El estudio demostrd que no habia diferencia entre ellos (Tabla IX).

SODI0O | GRADOSDE | SUMADE | VALORDEF |VALOR DEP
LIBERTAD | CUADRADOS
|  Grupos 4 5.6 2.068 0'1232
|  Residual 20 1344

Tabla IX: Tabla ANOVA de los resultados de Sodio.

No se practico el test de Fisher al resultar ya negativo el estudio de las diferencias, rea-
lizado mediante el test de ANOVA.

Los resultados obtenidos para el sodio los podemos visualizar en la Figura 24, donde
se describen en un diagrama de barras los niveles de sodio de los grupos tratados con Pentoxi-

filina y el Grupo Control, sus errores estandar y las diferencias significativas entre los diferen-

tes grupos.
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Figura 24: Representacion grafica de las medias y error estandar del Sodio.

2.4. POTASIO.

Las medias de los resultados obtenidos para la determinacion de potasio en los distin-
tos grupos, fueron las siguientes: grupo Control= 105 mEq/l, grupo P1= 7'0 mEq/l; grupo
P2=6'8 mEq/l; grupo P3=8'4 mEq/l; grupo P4= 7'4 mEq/1.

Se observa una disminucion en los niveles de potasio de los grupos tratados con farma-

co, respecto al grupo control (Tabla X).

POTASIO |MEDIA |DESV. STD. | ERR. STD.
Grupo C 10'5 0'579 0259
Grupo P1 79 0'532 0238
Grupo P2 6'8 0354 0'158
Grupo P3 8'4 0'623 01279
Grupo P4 74 0'746 0334

Tabla X: Medias, desviacion estandar y error estandar de los diferentes grupos para la

determinacion de Potasio.
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A los resultados obtenidos se les aplicd un test de ANOVA, para saber si existian dife-

rencias estadisticamente significativas entre los grupos tratados y el control. El test aplicado

demostro la existencia de diferencias entre ellos (Tabla XI).

POTASIO GRADOS DE SUMA DE VALORDEF |VALORDEP
LIBERTAD CUADRADOS
Grupos 4 39'854 29'512 <0'0001
Residual 20 6'752

Tabla XI: Tabla ANOVA para la determinacion de Potasio.

Posteriormente se realizo un test de Fisher, para saber si habian diferencias entre todos

los grupos. Se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y los 4 grupos con

tratamiento; entre los grupos P1 y P2: entreP2 y P3; entre P3 y P4 (Tabla XII).

No se hallaron diferencias entre los grupos P1 y P3 (ambos con la pentoxifilina admi-

nistrada 1 hora antes de la isquemia), ni tampoco entre P2 y P4 (en estos grupos la pentoxifili-

na se administr6 en el momento de la reperfusion).

POTASIO DIFERENCIA DE VALORDE P DIFERENCIA
LAS MEDIAS SIGNIFICATIVA
Grupos Cy P1 2'54 <0'001 S1
Grupos Cy P2 3'70 <0'001 SI
Grupos Cy P3 2'06 <0'001 SI
Grupos Cy P4 3'08 <0'001 SI
Grupos P1 y P2 1'16 0'005 SI
Grupos P1 y P3 -0'48 0'2063 NO
Grupos P1 y P4 0'54 0'1573 NO
Grupos P2 y P3 -1'64 0'0002 SI
Grupos P2 y P4 -0'62 0'1071 NO
Grupos P3 y P4 1'02 0'0117 S1

Tabla XII: Test de Fisher, para la determinacion de Potasio.
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Para visualizar mejor los resultados, construimos un diagrama de barras con las medias

de los valores de potasio, obtenidos en los distintos grupos (Figura 25).
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Figura 25: Representacion grafica de las medias y error estandar de los niveles de Po-

tasio, en los distintos grupos.

2.5. CALCIO.

La media de los resultados de calcio en cada grupo fueron las siguientes: grupo
C=11'1 mg/dl;, grupo P1= 9,4 mg/dl, grupo P2= 8'8 mg/dl; grupo P3= 9'8 mg/dl, grupo
P4=8'8 mg/dl.

Estos resultados muestran una cierta disminucion de los niveles de calcio en todos los

grupos tratados con Pentoxifilina, respecto al grupo control (Tabla XIIT).
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CALCIO |MEDIA|[DESV. STD.| ERR. STD.
Grupo C 111 0'432 0'193
Grupo P1 04 0241 0'108
Grupo P2 8'8 0394 0'176
Grupo P3 08 0'179 008

|  Grupo P4 8'8 0336 015

Tabla XIII: Medias, desviacion estandar y error estandar de Calcio.

Se aplico a estos resultados un test de Anova, para apreciar la existencia o no de dife-

rencias significativas entre el grupo control y los grupos tratados con Pentoxifilina (Tabla

XIV).
El test demostré que habian diferencias entre estas agrupaciones.
CALCIO GRADOS DE SUMA DE VALORDE F | VALOR DE P
LIBERTAD CUADRADOS
Grupos 4 18'78 43'073 <0'0001
| Residual 20 2'18

Tabla XIV: Test Anova para las determinaciones de Calcio.

N

Con el fin de conocer exactamente entre qué grupos se encuentran las diferencias esta-

disticamente valorables, afiadimos al estudio un test de Fisher, para comparaciones multiples

(Tabla XV).

Este estudio demostré diferencias entre los grupos control y los 4 tratados con pento-

xifilina; entre P1 y P2, entre P1 y P4, entre P2 y P3, entre P3 y P4.

No se hallaron diferencias entre los grupos P1 y P3 (administracion de pentoxifilina a

distintas dosis, pero ambas 1 hora antes de la isquemia), tampoco entre los grupos P2 y P4.
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CALCIO DIFERENCIA DE VALORDE P DIFERENCIA
LAS MEDIAS SIGNIFICATIVA
Grupos Cy P1 1'74 <0'0001 SI
Grupos Cy P2 2'38 <0'0001 SI
Grupos Cy P3 1'36 <0'0001 S1
Grupos Cy P4 2'32 <0'0001 SI
Grupos P1y P2 0'64 0'0061 SI
Grupos P1y P3 -0'38 0'0838 NO
Grupos P1y P4 0's8 0'0116 SI
Grupos P2 y P3 -1'02 <0'0001 SI
Grupos P2 y P4 -0'06 0'7768 NO
Grupos P3 y P4 0'96 0'0002 SI

Tabla XV: Test de Fisher para las determinaciones de Calcio.

Para una mejor comprension de estos resultados, la figura 26 muestra la relacion de los

mismos en los distintos grupos, mediante un diagrama de barras.
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Figura 26: Representacion grafica de las medias y error estandar de los niveles de cal-

cio, en los distintos grupos.
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2.6. CLORO.
Las medias obtenidas en la determinacion del cloro para los distintos grupos fueron las
siguientes: grupo Control= 116'8 mEg/l; grupo P1= 101'0 mEq/l; grupo P2= 104'4 mEq/l;

grupo P3=94'6 mEq/l; grupo P4= 101'4 mEq/l (Tabla XVI).

CLORO MEDIA | DESYV. STD. | ERR. STD.
Grupo C 116'8 10964 4'903
Grupo P1 101'0 2'550 1'14
Grupo P2 104'4 3'782 1'691
Grupo P3 94'6 2'302 1'030
Grupo P4 101'4 2'408 1'077

Tabla XVI: Tabla de medias, desviacion y error estandar para el Cloro, en los diferen-

tes grupos.

Seguidamente se aplico a estos resultados un test de ANOVA, para saber si existian di-
ferencias significativas entre el grupo control y los grupos restantes (Tabla XVII). Mediante

esta prueba se apreciaron diferencias estadisticamente valorables entre estos grupos.

CLORO GRADOS DE SUMA DE VALORDEF [VALORDE P
LIBERTAD CUADRADOS

Grupos 4 1337'36 10'991 <0'0001

Residual 20 608'4

Tabla XVII: Test ANOVA de los resultados de Cloro.

Se realizo también un test de Fisher, de comparaciones multiples, para saber entre qué
grupos se encontraban estas diferencias; como resultado se observaron diferencias significati-

vas entre el grupo control y los cuatro grupos con tratamiento de pentoxifilina; también se ob-

servaron diferencias entre los grupos P2 y P3 (Tabla XVIII).
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CLORO DIFERENCIA DE VALORDEP DIFERENCIA
LAS MEDIAS SIGNIFICATIVA
Grupos Cy P1 15'8 0'0002 SI
Grupos Cy P2 12'4 0'002 SI
Grupos Cy P3 2272 <0'0001 SI
Grupos Cy P4 15'4 0'0003 SI
Grupos P1y P2 -3'4 03414 NO
Grupos P1yP3 6'4 0'0815 NO
Grupos P1 y P4 -0'4 0'9098 NO
Grupos P2 y P3 9'8 0'0108 SI
Grupos P2 y P4 3 0'4 NO
Grupos P3 y P4 -6'8 0'0654 NO

Tabla XVIII: Test de Fisher aplicado a las determinaciones de Cloro.

Para visualizar de una forma mas clara los resultados, realizamos un diagrama de ba-
rras (Figura 27) donde se muestran los niveles de cloro, los errores estandar y las diferencias

entre los grupos tratados con Pentoxifilina y el grupo control.
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Figura 27: Medias y error estandar de los niveles de Cloro.
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2.7. FOSFORO.

Las medias de las determinaciones de fosforo en los distintos grupos fueron las si-
guientes: grupo Control= 14'0 mg/dl; grupo P1= 12'5 mg/dl; grupo P2= 10'6 mg/dl; grupo
P3= 103 mg/dl; grupo P4=9'S mg/dlL.

Se puede apreciar un descenso en los niveles de potasio correspondientes a los grupos

tratados (Tabla XIX).
FOSFORO |MEDIA |[DESV. STD. | ERR. STD.
Grupo C 14'0 0'867 0'388
Grupo P1 12'5 1'083 0'484
Grupo P2 10'6 1'886 0'844
Grupo P3 103 0'114 0'051
Grupo P4 9's 0'879 0'393

Tabla XIX: Medias, error estandar y desviacion estandar de los niveles de Fosforo.

A estos resultados se les aplico un test ANOVA, para saber si existian diferencias esta-
disticamente significativas entre el grupo control y los grupos restantes (Tabla XX).

Se confirmo la existencia de diferencias entre estos grupos.

FOSFORO GRADOS DE SUMA DE VALORDEF |VALORDEP
LIBERTAD CUADRADOS
Grupos 4 65'502 13'063 <0'0001
Residual 20 25'072

Tabla XX: Test ANOVA para las determinaciones de Fosforo.

Con el fin de conocer exactamente entre qué grupos existian diferencias significativas,
se realizo un test de Fisher de comparaciones multiples. Como resultado se apreciaron dife-

rencias significativas entre elgrupo control y los cuatro grupos tratados con pentoxifilina,
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también entre los grupos P1y P2, P1 y P3, P1 y P4. No se vieron diferencias estadisticamente

valorables entre los grupos P2 y P3, P2 y P4, P3 y P4 (Tabla XXI).

e ——————)

FOSFORO | DIFERENCIADE | VALORDEP DIFERENCIA

LAS MEDIAS SIGNIFICATIVA
Grupos C y P1 1'48 00496 sl
Grupos Cy P2 3'36 0'0001 SI
Grupos C y P3 366 <0'0001 s
Grupos C y P4 444 <0'0001 S
Grupos P1y P2 1'88 00151 s
Grupos P11y P3 218 0'0059 S
Grupos P1y P4 296 0'0005 SI
| GruposP2yP3 030 0'6763 NO
Grupos P2 y P4 1'08 0'1429 NO
l’ Grupos P3 y P4 078 02838 NO

Tabla XXI: Tabla de Fisher para los niveles de Fosforo.

Para ver mejor estos resultados por grupos, se realizo la representacion grafica, me-

diante un diagrama de barras (Figura 28)
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Figura 28: Representacion grafica de las medias y error estandar de los niveles de

Fosforo.
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2.8. ENZIMA LACTICO DESHIDROGENASA ( LDH).

Las medias de los niveles de LDH por grupos, fueron las siguientes: grupo
Control=3115 U/, grupo P1= 2401 U/, grupo P2= 2183 U/, grupo P3= 2341 U/l; grupo
P4= 2238 U/l. Se observd una disminucion de los valores de LDH en todos los grupos trata-

dos con pentoxifilina, con respecto al grupo control (Tabla XXII).

LDH MEDIA |DESV. STD.| ERR. STD.
Grupo C 3.115 437377 195'601
Grupo P1 2.401 558222 249'645
Grupo P2 2.183 435'908 194'944
Grupo P3 2.341 131'969 59'018
Grupo P4 2.238 235'868 105'483

Tabla XXII: Medias. desviacion y error estandar para LDH.

A estos resultados se les aplico un estudio estadistico, test de ANOVA, para determi-
nar la existencia o no de diferencias significativas entre el grupo control y los grupos de ratas
con tratamiento de pentoxifilina (Tabla XXIII). Este analisis nos indica que existe una diferen-

cia estadisticamente significativa de los niveles de LDH, entre los grupos tratados y el control.

_—_—_—__—_—_——'—_—-——.
LDH GRADOS DE SUMA DE VALORDEF | VALORDE P
LIBERTAD | CUADRADOS
Grupos 4 2861804'8 4'67 0'008
| Residual 20 30639032

Tabla XXIII: Test ANOVA de los resultados de LDH.

Se aplico un test de comparaciones multiples, test de Fisher, para determinar qué gru-
pos son estadisticamente diferentes entre si. Esta prueba nos confirma la existencia de diferen-

cias estadisticamente significativas entre el grupo control y los grupos con administracion de

137



pentoxifilina, estos Gltimos presentan una disminucion clara en los niveles de LDH (Tabla

XXIV).
LDH DIFERENCIA DE VALORDE P DIFERENCIA
LAS MEDIAS SIGNIFICATIVA
Grupos Cy P1 713'6 0'0092 SI
Grupos Cy P2 932'0 0'0012 SI
Grupos Cy P3 773'6 0'0053 SI
Grupos C y P4 876'8 0'002 SI
Grupos P1y P2 218'4 03881 NO
| GruposP1yP3 6010 0811 NO
Grupos P1 y P4 1632 0'5172 NO
|l Grupos P2 y P3 -158'4 0'5295 NO
Grupos P2 y P4 -5572 0'8258 NO
I' Grupos P3 y P4 1032 0'6812 NO

Tabla XXIV: Test Fisher aplicado a los niveles de LDH.

Para ver mas claramente la relacion entre los valores de LDH de los diferentes grupos,

se realizo la representacion grafica de los mismos mediante un diagrama de barras (Figura 29).
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Figura 29: Diagrama con los niveles de LDH por grupos.
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3. PRUEBA DE PEROXIDACION LIPIDICA.

DETERMINACION DE MALONILDIALDEHIDO (MDA).

Las reacciones de peroxidacion lipidica van a producirse durante el periodo de reperfu-
sion siguiente a un proceso de isquemia, como ya ha sido comentado anteriormente. La con-
secuencia de esta oxidacion lipidica es un aumento de la lesion isquémica, por lo que su
estudio nos puede dar una idea de la extensién de la misma.

El MDA es un metabolito producido durante este proceso, de manera que su determi-
nacion en el tejido comprometido, va a ser reflejo de la intensidad del dafio tisular. Existe
pues una relacion directa entre los valores obtenidos en la determinacién de MDA vy la lesion
por isquemia- reperfusion.

Las medias de los niveles de MDA, por grupo, fueron las siguientes: grupo
Control=2'25 nm/mg proteina; grupo P1: 1'48 nm/mg proteina, grupo P2= 137 nm/mg pro-
teina; grupo P3= 1'45 nm/mg proteina; grupo P4= 1'32 nm/mg proteina.

Estas datos indican un descenso del MDA, detectado en los grupos tratados con pen-

toxifilina, con respecto al grupo control (Tabla XXV).

MDA | MEDIA |DESV.STD.| ERR. STD.

| GrupoC 225 0708 0316
Grupo P1 1'48 0'562 0251
Grupo P2 137 0327 0'146
Grupo P3 145 016 0072
Grupo P4 132 0223 01

Tabla XXV: Medias, desviacion y error estandar de los niveles de MDA en los diferen-

tes grupos.

139



Con estos resultados se realizé un test de ANOVA, para evidenciar la existencia de di-

ferencias estadisticamente valorables entre el grupo control y los diferentes grupos sometidos

al tratamiento con Pentoxifilina. El test aplicado demostro la presencia de diferencias entre es-

tas agrupaciones (Tabla XXVI).

—_—
MDA GRADOS DE SUMA DE VALORDEF |VALORDE P
LIBERTAD | CUADRADOS
Grupos 4 2'956 3'699 0'0207
Residual 20 3'995

Tabla XXVI: Test ANOVA para los valores de MDA.

A continuacion se realizd un test de Fisher, para comparar todos los grupos entre si y

saber entre cuales se producian estas diferencias. Con esta prueba se observaron diferencias

claras entre el grupo control y los cuatro grupos tratados con pentoxifilina; los grupos P1, P2,

P3. y P4 muestran unos niveles de MDA significativamente mas bajos que el grupo control

(Tabla XXVII).
MDA DIFERENCIA DE VALORDEP DIFERENCIA
LAS MEDIAS SIGNIFICATIVA
Grupos Cy P1 0'768 0'0133 SI
Grupos Cy P2 0'884 0'0053 SI
Grupos Cy P3 0'802 0'0102 SI
Grupos C y P4 0'934 0'0035 SI
Grupos P1 y P2 0'116 0'6859 NO
Grupos P1y P3 0'034 0'9055 NO
Grupos P1 y P4 0'166 0'5636 NO
Grupos P2 y P3 -0'082 0'7747 NO
Grupos P2 y P4 0'050 0'8614 NO
Grupos P3 y P4 0'132 0'6456 NO

Tabla XXVII: Test Fisher para los valores de MDA.
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Con estos resultados se realizo un diagrama de barras, para que la representacion grafi-
ca facilitara su entendimento. En este diagrama se tuvieron en cuenta los errores estandar, asi

como las desviaciones estandar para los niveles de MDA de cada grupo (Figura 30).

MDA nm/mg de proteinas T

2,4

P4 P2 P3 P1 C GRUPOS

Figura 30: Medias y error estandar de los niveles de MDA, en los distintos grupos.
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4. PRUEBA DE ACTIVIDAD NEUTROFILICA.

DETERMINACION DE MIELOPEROXIDASA (MPO).

Durante el proceso de isquemia/reperfusion de un organo se produce en €ste un acd-
mulo de leucocitos polinucleares, que van a contribuir al dafio histico al colaborar en la pro-
duccion de radicales libres de oxigeno, ademas de otras acciones nocivas, ya comentadas.

La mieloperoxidasa es un enzima liberado por los leucocitos, por degranulacion, cuan-
do se produce la activacion de estas células; es por ésto que la determinacion del nivel de
MPO en el tejido intestinal isquémico, es un reflejo de la intensidad del dafio tisular provocado
por la isquemia -reperfusion.

La determinacion de MPO se realiz6 en el tejido intestinal de 5 ratas por grupo, como
sefiala el protocolo,a la hora de haber iniciado la reperfusion, tras un isquemia de 120 minutos

Las medias de los niveles de MPO por grupo, fueron las siguientes: grupo
Control=0'32 U/l; grupo P1= 023 U/, grupo P2= 0'14 U/; grupo P3= 022 U/; grupo
P4=0'19 U/,

Se observa una disminucion en los valores de MPO correspondientes a los grupos tra-

tados, con respecto al grupo control (Tabla XXVIII).

MPO MEDIA |DESV. STD. | ERR. STD.
Grupo C 032 0'037 0'017
Grupo P1 023 0'048 0'022
Grupo P2 0'14 0'034 0'015
Grupo P3 022 0'021 9'487x10°
Grupo P4 0'19 0'02 8'944x10°

Tabla XXVIII: Medias, desviacion y error estandar de MPO en los diferentes grupos.
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Para determinar la existencia de diferencias significativas entre los distintos grupos, se

realizo un test de ANOVA con todos los resultados.

El test aplicado confirm¢é la existencia de diferencias significativas entre los grupos

(Tabla XXIX).
MPO GRADOS DE SUMA DE VALORDEF |VALORDEP
LIBERTAD | CUADRADOS
Grupos 4 0'087 19'141 <0'0001
I Residual 20 0'023

Tabla XXIX: Tabla ANOVA de los resultados de MPO.

Para saber entre qué grupos se encontraban estas diferencias, se desarrolld un test de

comparaciones multiples, test de Fisher. Con este analisis se determin6 que habian diferencias

entre el grupo control y los cuatro grupos tratados con pentoxifilina, presentando estos ulti-

mos unos niveles mas bajos; también se hallaron diferencias entre los grupos P1y P2, P1 y P4,

P2 y P3, P2 y P4 (Tabla XXX).
MPO DIFERENCIA DE VALORDEP DIFERENCIA
LAS MEDIAS SIGNIFICATIVA
Grupos Cy P1 0'084 0'0008 SI
Grupos Cy P2 0'178 <0'0001 SI
Grupos Cy P3 0'102 0'0001 SI
Grupos Cy P4 0'132 <0'0001 SI
Grupos P1 y P2 0'094 0'0003 SI
Grupos P1 y P3 0'018 0'4080 NO
Grupos P1 y P4 0'048 0'0356 SI
Grupos P2 y P3 -0'076 0'0019 SI
Grupos P2 y P4 -0'046 0'0431 SI
Grupos P3 y P4 0'030 0'1743 NO

Tabla XXX: Tabla de Fisher para la actividad MPO.
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Con estos resultados se disefid un diagrama de barras, incluyendo los niveles de MPO

y los errores estandar de cada grupo, con el fin de ver mas graficamente estas relaciones

(Figura 31).

MPO un
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0,1

Figura 31: Representacion grafica de los niveles de MPO en los distintos grupos.
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5. RESULTADOS DE LASER DOPPLER

La microcirculacion intestinal fue medida en 5 ratas de cada uno de los grupos que
componen el proyecto experimental, para lo cual se utilizo la técnica de laser Doppler, ya des-
crita, dando los resultados en unidades de reperfusion (UR).

Los momentos en que se contabilizaron los impulsos fueron:

- 1 hora antes de la isquemia (Basal).

- En el primer momento de la isquemia (Isquemia).

- 1 hora tras la reperfusion (Reperfusion).

Los resultados obtenidos nos muestran al grupo P4 como el que mejor recupera la mi-
crocirculacion intestinal tras la isquemia y 1 hora de reperfusion, seguido por los grupos P2,
C, P1 y P3. Los valores conseguidos en los grupos P4 y P2 son significativamente superiores
a los obtenidos en los grupos restantes.

Las medias de los resultados de Laser Doppler en los momentos Basal, Isquemia y Re-

perfusion se muestran en la Tabla XXXI.

BASAL ISQUEMIA REPERFUSION
Media | D.std. | E std. | Media D.std. | Estd. | Media | D. std. | E std.
Grupo C 180 0'021 {0'008 44 0'055 0'025 70,4 0074 |0'032
Grupo P1 239 0'032  |0'015 0 0'063 0'035 74 |0'058 [0'026
Grupo P2 184 0'041 |0°022 42 0'025 0'022 124,8 |0'041 |0'022
Grupo P3 272 0'001 |0'001 45 0'024 0014 74,8 |0'012 |0'005
Grupo P4 181 0'013  |0'002 40 0'011 0'001 130,6 (0'032 |0'014

Tabla XXXI: Medias, desviacion y error estandar de los resultados del estudio Laser

Doppler en los diferentes grupos.
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Al calcular los valores porcentuales, con respecto a los niveles basales, en el momento

de la isquemia y tras 1 hora de reperfusion, observamos que:

- En el momento de la isquemia, vemos que en el grupo C desciende hasta 24% el ni-
vel de su microcirculacion intestinal; el grupo P1 hasta el 17'9%,; el grupo P2 hasta el 22'8%;
el grupo P3 hasta el 16'5% y el grupo P4 hasta el 22%.

- Si observamos los valores porcentuales, 1 hora tras la reperfusion, lograremos un

"indice de la capacidad de recuperacion”, siendo el grupo P4 es el que muestra la mayor recu-

peracion de la microcirculacion intestinal en este momento (72,1%), seguido por el grupo P2
(67,6%), el grupo C (39,0%), el grupo P1 (30,9%) y el grupo P3 (24'4%).

Estos resultados reflejan que los niveles son significativamente superiores en los gru-
pos P4 y P2, es decir, aquellos grupos que recibieron el tratamiento con pentoxifilina en el mo-

mento de la reperfusion (Figura 32, Tabla XXXII).

LASER-DOPPLER o

o

Basal Isquemia Reperfusion

Fig.32: Grafica de porcentajes de los resultados del estudio Laser Doppler.
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Laser Doppler MEDIA | DESV. STD. | ERR. STD.
Grupo C 39 1,99 0,89
Grupo P1 30,9 1,33 0,6
Grupo P2 67,6 1,97 0,88
Grupo P3 27,4 1,22 0,54
Grupo P4 72,1 2,67 1,19

el momento de la rerperfusion.

cias estadisticamente significativas entre ellos.

Tabla XXXII: Tabla de medias, error y desviacion estandar de los diferentes grupos en

Para comprobar la posibilidad de diferencias significativas entre los diferentes grupos,

construimos la tabla ANOVA (Tabla XXXIII), la cual nos confirma la existencia de diferen-

Laser-Doppler GRADOSDE | SUMADE | VALORDEF | VALORDEP
LIBERTAD | CUADRADOS
Grupos 4 8.805,17 604,4 <0'0001
Residual 20 3,64

Tabla XXXIII: Test ANOVA de los resultados de Laser Doppler en el momento de la

reperfusion.

Posteriormente, para conocer las relaciones entre los diferentes grupos, se aplico un

test de comparaciones multiples, test de Fisher.
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Los resultados obtenidos, representados en la Tabla XXXIV, nos indican que hay dife-

rencias significativas entre todos los grupos del proyecto experimental.

Laser-Doppler DIFERENCIA DE LAS | VALORDEP DIFERENCIA
MEDIAS SIGNIFICATIVA
Grupos Cy P1 8,09 <0,0001 SI
Grupos Cy P2 -28,59 <0,0001 SI
Grupos Cy P3 11,57 <0,0001 SI
Grupos C y P4 -33,14 <0,0001 SI
Grupos P1 y P2 -36,68 <0,0001 Si
Grupos P1y P3 3,48 0,01 SI v
Grupos P1 y P4 -41,23 <0,0001 SI
Grupos P2 y P3 40,16 <0,0001 S1
Grupos P2 y P4 4,56 0 SI w9
Grupos P3 y P4 -44.72 <0,0001 SI

Tabla XXXIV: Test de Fisher de los resultados del Laser-Doppler en el momento de la

reperfusion.

Para poder ver, de una forma mas clara los resultados, pasamos a la representacon gra-
fica de los mismos, mediante un diagrama de barras (Figura 33), en el que se reflejan los por-
centajes de recuperacion de la microcirculacion intestinal, para cada grupo, 1 hora después de

la reperfusion.
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Figura 33: Grafica de los porcentajes de flujo en la reperfusion.

Los resultados obtenidos hasta este momento, 1 hora tras la reperfusion han sido valo-
rados conjuntamente con los hallados en el periodo Basal y de Isquemia.

Al analizar los resultados, asi obtenidos, se pueden apreciar dos hechos:

- Los valores obtenidos en el periodo Basal, se han visto influidos por el pretratamien-
to (1 hora antes de la isquemia) con pentoxifilina, en los grupos P1 y P3 (239 UR y 272 UR
respectivamente).

- Los datos obtenidos en el momento de la Isquemia no son de cero, como cabria espe-
rar, sino de entre 40 y 45 UR en todos los grupos, este hecho refleja la movilidad de las célu-
las sanguineas en el interior de los capilares, aun estando la circulacion interrumpida.

Para valorar de manera mas exacta los efectos de la pentoxifilina en la isquemia/reper-
fusion intestinal, analizaremos el porcentaje de recuperacion basandonos en la diferencia entre
el porcentaje del flujo en el momento de Reperfusion y el porcentaje del flujo en el momento

de Isquemia, segin la formula siguiente:

149




% RECUPERACION = % FLUJO REPERFUSION - % FLUJO ISQUEMIA

Los resultados obtenidos se ven reflejados en la tabla XXXV.

Léser-Doppler MEDIA DESV. STD. | ERR. STD.
Grupo C 15 2,17 0,97
Grupo P1 13 1,31 0,59
Grupo P2 44,8 237 1,06
Grupo P3 10.9 1,27 0,57
Grupo P4 50.1 2,64 1,18

Tabla XXXV: Porcentajes de Recuperacion de los distintos grupos en la reperfusion.

Analizando los presentes resultados hallamos que el grupo P4 es el que muestra una
mayor capacidad de recuperacion en su microcirculacion intestinal, con una media del 50'1%,
seguido por el grupo P2, con una media del 44'8%,; estos grupos corresponden a aquellos que
recibieron la pentoxifilina en el momento de la reperfusion, el P4 a una dosis de 10 mg/kg de
peso y el P2 a razon de 1 mg/kg de peso.

Los grupos restantes mostraron una recuperacion inferior; asi el grupo C obtuvo una
media del 15%, el grupo P1 del 13% y el P3 del 10'9%.

Estos resultados se ven reflejados en la Figura 34.
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Figura 34: Grafica de los porcentajes de recuperacion en la reperfusion.

Con el fin de establecer las posibles diferencias estadisticas entre los diversos grupos,
se practico un test d¢ ANOVA. Este analisis mostro la existencia de diferencias significattvas

entre los grupos, como podemos ver en la tabla XXXVI.

Laser-Doppler | GRADOS DE SUMA DE VALOR | VALORDEP
LIBERTAD | CUADRADOS DEF
Grupos 4 6.553,38 397,85 <0'0001
Residual 20 82,36

Tabla XXXVI: Test ANOVA de los porcentajes de recuperacion, determinados por

Laser Doppler en la reperfusion.

Posteriormente se aplicé un test de comparaciones multiples, test de Fisher, para com-

probar entre qué grupos se establecian las diferencias, (Tabla XXXVII). Con este test se ob-

servo que existian diferencias significativas entre todos los grupos, excepto entre P1 y P3.
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Laser Doppler DIFERENCIA DE | VALORDEP DIFERENCIA
LAS MEDIAS SIGNIFICATIVA
Grupos C y P1 3,96 0,01 SI
Grupos C y P2 -28,1 <0,0001 SI
Grupos C y P3 5,08 “ 0 SI
Grupos Cy P4 -31,47 <0,0001 SI
Grupos P1 y P2 -32,06 <0,0001 SI
Grupos P1y P3 1,12 0,39 NO
Grupos P1 y P4 -35,43 <0,0001 SI
Grupos P2 y P3 33,17 <0,0001 SI
Grupos P2 y P4 338 0,02 &I
Grupos P3 y P4 -36,55 <0,0001 SI

Tabla XXXVII: Test de Fisher aplicado a los porcentajes de Recuperacion.

Para visualizar mejor estos resultados, construimos un diagrama de barras (Figura 35),
donde se reflejan los porcentajes de recuperacion de flujo de la microcirculacion de cada uno
de los grupos, sus errores estandar, asi como la existencia de diferencias significativas entre

ellos.
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Figura 35: Grafica de los porcentajes de recuperacion en la reperfusion.

153




6. ESTUDIOS HISTOLOGICOS.

Las preparaciones con los cortes de intestino delgado, fueron sometidas, como ya se
expuso en el capitulo de material y métodos, a las tinciones de hematoxilina-eosina (HE) y del
o-Naftol (AN).

Con la primera tincion se observo el grado de isquemia, la estructura glandular, el nivel
de conservacion de la mucosa y la lamina propia, asi como el estado de los capilares.

La tincién de a-Naftol nos inform¢ del grado de infiltracion polimorfonuclear.

Se realiz6 la vision de estas preparaciones a microscopia optica, a 400 y 1000 aumen-
tos (por inmersion), estableciendo una gaduacion de la lesion, de menor a mayor dafio, clasifi-
cando dicha lesion como leve, moderada o severa.

Resultados:

-Grupo Control.

Isquemia severa. Mediante la tinciéon de HE se aprecié una marcada erosion y necrosis
de la mucosa superficial, con edema y congestion de las vellosidades intestinales, asi como una
falta de conservacion de las glandulas (Figura 36).

Utilizando la preparacion con AN, se vio un importante infiltrado inflamatorio.

-Grupo P1.

Isquemia severa. L.a mucosa se encuentra erosionada, perdiendo los limites. Hay con-

gestion con edema e infiltrado inflamatorio en las vellosidades.
-Grupo P2.

Isquemia moderada. Con las tincion de HE se observo una discreta congestion de los

capilares de la mucosa (Figura 37). Mediante la preparacion de AN se aprecid el infiltrado in-

flamatorio a nivel de la 1dmina propia (Figura 38).
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-Grupo P3.

Isquemia severa. Present6 las mismas caracteristicas que los grupos control y P1.

-Grupo P4. /
Isquemia leve. Hubo conservacion de las estructuras (HE) v la tincion de AN mostré

un ligero infiltrado inflamatorio en lamina propia (Figura 39).

Figura 36: Isquemia severa. Tincion Hematoxilina-eosina.
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Figura 38: Isquemia moderada. Tincién Naftol As-D Cloroacetato.
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Figura 39: Isquemia leve. Tincion Hematoxilina-eosina.
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DISCUSION
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Con la realizacion de la isquemia/reperfusion intestinal, segun el protocolo experimen-
tal establecido, se van a producir una serie de alteraciones organicas y funcionales, que se van
a reflejar en los hallazgos descritos en el apartado de resultados.

En este capitulo van a ser comparados nuestros resultados con los obtenidos por diver-
sos autores, con la intencion de poder establecer los efectos del tratamiento mediante pentoxi-
filina en la lesion por I/R intestinal.

Al producirse en un 6rgano la interrupcion del flujo sanguineo normal, van a tener lu-
gar una serie de reacciones en cadena, ya comentadas en capitulos anteriores. En una primera
fase habra una carencia de oxigeno, adoptandose la via anaerobia para la obtencion de energia,
lo que dara lugar a una acidosis metabolica, si la isquemia dura lo suficiente,y a la produccion
de los radicales libres de oxigeno. En una segunda fase,la de reperfusion, se reanuda el aporte
de oxigeno, el cual contribuye a la peroxidacion lipidica de los componentes de la membrana
celular, aumentando de esta forma la extension de la lesion a nivel de la mucosa intestinal.

Todos estos procesos van a participar en la conformacién de los resultados finales, pe-
ro ademas hemos de tener en cuenta que tras una I/R intestinal se van a producir lesiones a
distancia, en otros 6rganos, constituyendo en mayor o menor grado el llamado "fallo organico
multiple", ampliamente comprobado (50,173,208), de forma que en los resultados también
pueden intervenir las alteraciones producidas en 6rganos como higado, rifiones y pulmones.

La Discusion del presente estudio sera abordada siguiendo las diversas determinacio-
nes y pruebas detalladas en el capitulo de Resultados:

1.Estudio de Supervivencia en el 7° dia postintervencion. Este dato valora de forma
general el estado de los animales, en los diferentes grupos, indicandonos si este valor absoluto

de supervivencia se encuentra influido por el tratamiento con pentoxifilina.
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2.Pruebas Bioquimicas. El analisis de las distintas determinaciones bioquimicas nos
ofrecera informacion, sobre el estado funcional del 6rgano sometido a isquemia/reperfusion y
la posible repercusion del tratamiento con pentoxifilina.

3.Pruebas de peroxidacién lipidica. Determinacion de malonildialdehido. Este dato
nos va a proporcionar una idea de la extension de la lesion en un 6rgano sometido a I/R. Este
metabolito del acido araquidonico se produce durante la fase de reperfusion, siendo reflejo del
grado de alteracion tisular.

4.Pruebas de actividad neutrofilica. Determinacion de mieloperoxidasa, la cual nos
indicara el nivel de secuestro linfocitario en el tejido intestinal y su accion nociva sobre las cé-
lulas, al contribuir en la produccién de radicales, y por accion directa mediante la liberacion de
enzimas citotoxicos. Valorandose, como con el resto de las pruebas, la accion de la pentoxifili-
na sobre esta determinacion.

5.Estudio mediante Laser-Doppler de la situacion del flujo sanguineo intestinal, en
los diferentes grupos, a lo largo de todo el proceso.

6.Estudio histolégico de cortes del intestino delgado sometido a I/R.
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1.SUPERVIVENCIA.

En el presente trabajo, se midio la supervivencia en los distintos grupos, al 1°, 3°,5° y
7° dia, tomando la de este ultimo dia como la supervivencia final.

Ottinger LW (151) en un trabajo publicado en 1978, sefialé que el pronostico de la
oclusién vascular mesentérica aguda era muy malo, mostrando una mortalidad en conjunto del
50-70%. La supervivencia de los pacientes dependera de la etiologia de esta isquemia y de la
extension del infarto, siendo la principal causa de mortalidad la complicacion con una trombo-
sis arterial mesentérica.

Este mismo autor consiguié un aumento significativo de la supervivencia al realizar, de
forma inmediata a la trombosis, una reseccion en dos tiempos con embolectomia.

Grant D et al (55) refieren una mejora en la supervivencia final de un trasplante de in-
testino delgado, si se le combina con el trasplante de higado.

Los investigadores Matsusaka C et al (125) en un estudio publicado en 1992, obser-
varon que si la isquemia se prolongaba de 60 a 90 minutos, la supervivencia descendia del 38
al 13% (n=8). Si se administraba coenzima Q10, 1 hora antes de la isquemia, la supervivencia
pasaba a ser del 75%, al estimular esta sustancia la regeneracion del ATP durante la
reperfusion.

Koike K et al (101) determinaron el efecto de la I/R intestinal, como causa de lesion
"a distancia" en pulmoén, afiadiendo un segundo dafio, la administracion de endotoxinas, admi-
nistradas a las 6 horas de la /R. Determinaron en pulmén el aclaramiento de albumina-1'*, la
actividad MPO, la histologia y la supervivencia. La isquemia realizada fue de 45 minutos;, al
grupo control solo se le practicé laparotomia, o bien laparotomia mas inyeccion de suero fisio-

logico. Se observo aumento de los niveles de neutrofilos ante la presencia de endotoxinas, con
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o sin I/R; sin embargo sélo se vio aumentado el aclaramiento de albumina si habia I/R mas en-
dotoxinas. Histologicamente el dafio se vio considerablemente aumentado en el caso de
I/R mas endotoxinas. La mortalidad fue del 39% en el grupo de I/R con administracion de en-
dotoxinas, significativamente superior al grupo con so6lo laparotomia (0%), sélo I/R intestinal
(0%), o laparotomia con endotoxinas (4%). Esto les llevo a concluir que las endotoxinas con-
vierten una disfuncion pulmonar (inducida por I/R intestinal), en un fallo organico avanzado.

Sakr M et al (171) realizaron un estudio sobre el efecto de la FK506, como protector
en la I/R renal. Separaron dos grupos de ratas, uno control que recibié suero fisiologico y otro
grupo al que se le administré FK506 24 horas antes de la isquemia, de 60 minutos de duracion
en ambos grupos. Los animales que recibieron el tratamiento inmunosupresor presentaron ni-
veles de urea, creatinina, y factor de necrosis tumoral, significativamente mas bajos que el gru-
po control. La supervivencia del grupo tratado fue del 100% a los 10 dias,

Santiago SF et al (172) compararon tratamientos con FK506 y Ciclosporina A, a dis-
tintas dosis y en distintos momentos del proceso, es decir, antes o después de la isquemia. Ob-
servaron que el pretratamiento de los donantes con FK506, a razén de 2 mg/Kg/dia, durante 3
dias antes de la isquemia, es el que inducia una supervivencia mas prolongada del aloinjerto in-
testinal (41 dias), no consiguiendo la misma mejora con la administracion de ciclosporina.

En el mismo sentido que el trabajo anterior, Utsonomiya H et al (213) en 1992, prac-
ticaron el trasplante intestinal entre ratas de distinta cepa, midiendo el éxito del injerto en dias
de supervivencia, excluyendo del contaje final aquellos animales que no sobrevivian a los 4 pri-
meros dias. Se crearon 5 grupos: 1y 2 sin tratamiento, 3, 4 y 5 con tratamiento a distintas do-
sis de FK506. Observaron un aumento de la supervivencia en los grupos 4 y 5, tratados con
0'3 y 0'S mg/kg/dia de FK506, en los dias 0 a 29 postrasplante, con respecto a los grupos no

tratados y al que recibié una dosis baja 0'1 mg/kg/dia del inmunosupresor.
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Los animales que morian antes de los 10 dias, lo hacian por peritonitis, debida a recha-
zo agudo;a los que morian después de los 10 dias, se les atribuy la muerte a un obstruccion
intestinal.

Hatazawa C et al (92) realizaron un estudio experimental del efecto de FK506 en el
trasplante intestinal. Hicieron dos grupos: el 1° con trasplante y sin tratamiento, el 2° con tras-
plante mas FK506 (1mg/Kg /dia) durante las 8 semanas siguientes.

Sus resultados fueron: el grupo 1 presentd sintomas de rechazo, con muerte de todos
los animales antes de los 12 dias siguientes al trasplante; el grupo 2 consiguié una superviven-
cia superior a las 8 semanas, sin presentar sintomas de rechazo.

Estal L (47) en sus estudios de I/R renal observo un aumento significativo de la super-
vivencia en los grupos tratados con Adenosina o Alopurinol, frente al grupo control sin trata-
miento. El grupo de mayor supervivencia fue el tratado con 10 mg/Kg de adenosina iv, una
hora antes de la isquemia, con un 80% de supervivencia total, frente al 20% del grupo control,
que recibi6 suero fisiologico.

Ramos JL (162) realizd un trabajo sobre I/R renal, de 120 minutos de duracion,en ra-
tas distribuidas en 5 grupos: uno control, al que se le inyect6 suero fisioldgico y 4 con distin-
tos tratamientos de pentoxifilina (1 y 10 mg/Kg), una hora antes de la isquemia o en el
momento de la reperfusion. Sus resultados de supervivencia no mostraron diferencias signifi-
cativas entre ninguno de los grupos que recibieron tratamiento con pentoxifilina y el grupo
control, aunque si se pudo apreciar una tendencia al aumento de esta supervivencia en los gru-
pos tratados, especialmente en el grupo que recibio el farmaco en el momento de la reperfu-
sién a una dosis de 10 mg/Kg de peso, la supervivencia al 7° dia en este grupo fue del 70%,

mientras que en el grupo control fue del 40-45%.
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En el presente estudio los resultados de Supervivencia al 7° dia fueron los siguientes:

grupos controles C1 y C2 presentaron unas supervivencias finales del 45 y 50% respectiva-
mente; los grupos P1 y P2, que recibieron pentoxifilina (PTX) a una dosis de 1 mg/kg de peso,
mostraron una supervivencia del 55 y 60% respectivamente; los grupos cuya dosificacion de
PTX fue de 10 mg/kg de peso, presentaron una supervivencia del 60% (P3), y del 65% (P4).

No se hallaron diferencias significativas, para este dato, entre los distintos grupos y el
control; ésto podria ser debido a un insuficiente muestreo por grupo,A o también al intérvalo de
confianza escogido para el analisis estadistico.

Los resultados obtenidos concuerdan con los observados por Ottinger LW (151), se-
fialando este autor que una de las complicaciones mortales de la I/R intestinal es la trombosis
arterial mesentérica, por lo cual tedricamente la PTX seria un buen tratamiento preventivo al
ejercer una accion antitrombética, mejorando los indices de agragacion plaquetaria y de los
parametros implicados en la formacién de trombos, como indica Angelkort B (4).

También podemos sefialar que otros autores, como Matsusaka C et al (125), utiliza-
ron el tratamiento con Coenzima Q10 por su efecto regenerador del ATP, consiguiendo una
mejora en la supervivencia final del grupo tratado, frente a otro grupo sin tratamiento. Tenien-
do en cuenta que entre las acciones de la PTX también se encuentra la de mejorar los niveles
de ATP eritrocitarios (63,74), este farmaco favoreceria, tedricamente, la supervivencia final de
los animales expuestos a la I/R intestinal.

Aunque los resultados estadisticos no fueron valorables, se puede apreciar un aumento
progresivo de la supervivencia final en los grupos tratados con PTX, concordando estos datos
con los expuestos por Ramos JL (162) sobre los efectos de la pentoxifilina en la I/R renal,

destacando este autor en sus observaciones un aumento de la supervivencia en el grupo de
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ratas que recibio la PTX, a razon de 10 mg/Kg peso en el momento de la reperfusion, frente al

grupo control, aunque sin obtener diferencias significativas entre ambos grupos.

165



2. PRUEBAS BIOQUIMICAS.

Con estas determinaciones y las que posteriormente detallaremos, se quiere hacer una
valoracion del estado funcional del intestino delgado, en concreto, pero también del funciona-

lismo global del organismo, ya que es imposible considerar ambos conceptos por separado.

2.1. UREA.

La urea es el producto final del catabolismo proteico. Se encuentra presente en la san-
gre y se excreta por la orina.

El aumento de sus niveles en sangre se puede deber a:

- Causas nefropaticas, con disminucion del filtrado glomerular.

- Causas extrarrenales, entre éstas podemos incluir la insuficiencia circulatoria produci-
da por la isquemia, lo que conlleva un déficit del aporte hematico al rifion. También se inclu-
yen aqui las hemorragias digestivas, con retencion y desintegracion del acimulo de sangre en
el intestino. Otra causa, es el postoperatorio de las intervenciones quirurgicas, donde se pro-
duce una hiperuricemia pasajera.

Sakr M et al (171) utilizaron la determinacion de urea para valorar el dafio renal y el
efecto sobre éste del pretratamiento con FK506 (0'3 mg/Kg 24 horas antes de la isquemia), al
realizar la I/R renal de 60 minutos de duracion en rifion derecho, con posterior nefrectomia iz-
quierda. Observaron que los niveles de urea en el grupo tratado con el inmunosupresor, eran
significativamente inferiores a los presentados por el grupo control, que no recibid pretrata-
miento con este farmaco. Concluyen que la FK506 mejora considerablemente la lesion renal

funcional asoctada a la I/R.
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Davenpek KL et al (43) publicaron en 1994 un estudio de isquemia de la arteria es-
placnica, utilizando anticuerpos monoclonales neutralizantes de la P-selectina, administrados
en el momento de la reperfusion. Observaron que el grupo tratado con estos anticuerpos pre-
sentaban, en comparacion con un grupo control no tratado, una disminucion considerable del
acimulo de leucocitos y de su adherencia en los capilares mesentéricos, comprobada por mi-
croscopia intravital; la actividad MPO en el tejido intestinal del grupo tratado fue inferior al
control. También realizaron para la valoracion del estudio, determinaciones de urea, observan-
do que ésta se encontraba significativamente disminuida en los animales tratados, consideran-
do este dato como indice de una menor lesion tisular.

En el presente trabajo, los niveles de Urea obtenidos fueron significativamente inferio-
res en los grupos de ratas que recibieron tratamiento con pentoxifilina en el momento de la re-
perfusion, es decir, los grupos P2 y P4, con respecto al grupo control.

No se hallaron diferencias entre los grupos Control, P1 y P3.

Estos hallazgos sugieren una clara mejoria funcional, en aquellos animales que recibie-
ron el tratamiento justo en el momento de retirar el clamp de la arteria.

Los niveles de urea han sido utilizados por otros autores (43) para valorar el dafio tisu-
lar tras la I/R intestinal, considerando que el tratamiento que logra una disminucion de estos
niveles esta logrando aminorar la lesion.

Los resultados obtenidos coinciden con los presentados por Ramos JL (162), el cual
en su estudio sobre isquemia/reperfusion renal, de 120 minutos de duracion, obtiene una dis-
minucion significativa de los niveles de urea en los grupos de animales a los que administro
pentoxifilina (1 6 10 mg/kg peso) en el momento de la reperfusion, con respecto al grupo con-

trol tratado sé6lo con suero fisiologico.
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2.2. CREATININA.

La creatinina se forma a partir de la creatina y fosfocreatina localizadas en el tejido
muscular. Se encuentra presente en la sangre, eliminandose por la orina.

El nivel de creatinina en sangre se mantiene muy estable, dependiendo del funciona-
miento renal, concretamente del filtrado glomerular. Su aumento es indice de insuficiencia re-
nal y suele ir parejo al aumento de la urea. Las causas de este incremento pueden ser:

- Nefropaticas.

- Insuficiencia circulatoria con déficit prerrenal de riego.

Sakr M et al (171) publicaron un trabajo en 1992, ya comentado anteriormente, en el
que utilizaban la determinacion de urea y creatinina para valorar el efecto del pretratamiento
con el inmunosupresor FK506 en la I/R renal. En sus resultados los niveles de estas dos deter-
minaciones fueron sensiblemente inferiores en aquellas ratas que recibieron la droga, con res-
pecto al grupo control, que no fue tratado.

Frank RS et al (50) en 1993 realizaron un estudio comparativo entre la isquemia renal
de 45 minutos de duracion y la I/R renal intermitente. Determinaron los niveles de creatinina
a distintos tiempos, sirviéndoles estos datos para concluir que en la I/R intermitente el dafio
renal era menor, al dar este grupo unos valores de creatinina significativamente inferiores,
comparados con el grupo sometido a I/R continua.

Ar'Rajab A et al (6) publicaron en 1994 un estudio para determinar: 1° el efecto de
las ciclosporinas A y G en el flujo sanguineo y en la funcionalidad del rifion sujeto a 60 minu-
tos de isquemia caliente y 2° el efecto protector del Verapamil, que es un antagonista del
calcio.

En un primer ensayo realizaron isquemia del rifion derecho y nefrectomia del izquier-

do, Observaron un aumento considerable en los niveles de creatinina sérica, sobre todo en los
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grupos tratados con ciclosporinas, con respecto al grupo control no tratado. Comprobaron
que el dafio era mayor con la ciclosporina A que con la G, reflejado por una mayor tasa de
creatinina en el grupo tratado con la ciclosporina A.

Kelly KJ et al (96) realizaron en 1994 un estudio del efecto protector en la lesion por
I/R renal, de un anticuerpo monoclonal que actia contra la adhesion leucocitaria
(anti-ICAM-1), Este anticuerpo se administr6 en el momento de la isquemia bilateral y com-
probaron la mejoria del grupo tratado, que presenté unos niveles de creatinina significativa-
mente mas bajos que el grupo control,sin tratamiento. Otra determinacion que practicaron es
la prueba de actividad mieloperoxidasa, para demostrar el acimulo leucocitario en la lesion y
su papel en la extension de la misma; los resultados de MPO fueron significativamente inferio-
res en el grupo tratado. Estos autores afirman que el tratamiento con anti-ICAM-1 previene el
empeoramiento funcional e histologico del fallo renal agudo.

En el presente estudio los niveles de Creatinina, se mostraron significativamente infe-

riores en los grupo P1, P2 y P4, con respecto a los valores observados en el grupo Control; no
se hallaron diferencias entre los grupos P3 y Control, ni tampoco entre los grupos P2 y P4,
siendo estos ultimos los que dieron niveles mas bajos de creatinina.

Los resultados obtenidos sugieren una mejoria funcional en los grupos tratados con
pentoxifilina (excepto P3), sobre todo en aquellos que recibieron el tratamiento en el momento
de la reperfusion (P2 y P4).

Los resultados obtenidos coinciden con los de Ramos JL (162), autor que utilizo el
tratamiento con pentoxifilina durante la I/R renal, observando niveles de creatinina significati-
vamente inferiores en los animales tratados en comparacion con el grupo control, que sélo re-

cibio suero fisiologico.
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La utilizacion de la determinacion de creatinina sérica, junto con la de urea es requeri-
da por diversos autores (6,43,96) para la valoracion funcional de los dafios por IR, fundamen-

talmente en rifidn, y el posible efecto beneficioso de diversos farmacos en este proceso.

2.3. SODIO. POTASIO. CLORO.

Son los iones mas abundantes en el medio extracelular, siendo sus aumentos signo de
alteracion en la homeostasis celular.

En la insuficiencia renal se produce una hiperpotasemia, que constituye una de las alte-
raciones idnicas mas importantes que acompaiian a la uremia.

La hiperpotasemia puede tener su origen en una causa extrarrenal, conjugandose a me-
nudo, la liberacion de potasio intracelular, por excesiva proteolisis histica y por defectuosa eli-
minacion renal, debida al colapso circulatorio. Esta situacion es la hallada en el shock
traumatico y en el curso de un postoperatorio.

La determinacion de los niveles de cloro van a proporcionarnos informacion sobre el
estado de acidosis metabdlica.

En un estudio realizado por Lai HS et al (106) en 1992, sobre los efectos de la ciclos-
porina en la isquemia renal caliente en ratas, se valoré la nefrotoxicidad de esta droga median-
te la determinacion de potasio sérico. Estos autores observaron que a mayor dosis de
ciclosporina la nefrotoxicidad era mayor, siendo la excrecion renal de potasio cada vez menor,
por retencion tubular del mismo.

Los investigadores Reeves WB y Shan SV (163) en un trabajo publicado en 1994,
comprobaron que durante la isquemia renal se producia una pérdida del K* celular, por meca-

nismos poco conocidos. Examinaron los efectos del bloqueo del canal del K en el desarrollo
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de la lesion por hipoxia, sugiriendo que la activacion de los canales del K* es una respuesta
temprana a la hipoxia, que contribuye a la extension de la lesion por isquemia.

Wilkins PA et al (222) en un trabajo de 1995, refieren la practica de isquemia comple-
ta de colon descendente y trasverso en caballos, durante 2 horas, con posterior reperfusion. Se
les determinaron a estos animales los niveles de gases y electrolitos en sangre, durante todo el
proceso.

Los resultados fueron: la PO, y la saturacion de O, se mostré menor durante la isque-
mia, recuperandose totalmente con la reperfusion. El nivel de potasio fue significativamente
mayor en el grupo experimental, que en el control, s6lo sometido a laparotomia.

Estal L (47) realiz6 determinaciones de sodio, potasio y cloro en el proceso de I/R re-
nal para valorar los efectos de Alopurinol, no hallando diferencias significativas entre los gru-
pos tratados y el grupo control, en ninguna de las tres determinaciones. El mismo estudio pero
utilizando como tratamiento Adenosina, tampoco ofrecié diferencias significativas para estos
iones, entre los grupos con tratamiento y el control.

En el presente estudio, no se hallaron diferencias significativas en tre los distintos gru-
pos vy el control, para la determinacion de Sedio, coincidiendo con los resultados obtenidos
por Estal L (47).

Respecto a los niveles de Potasio obtenidos, se observaron diferencias significativas
entre el grupo control y los 4 grupos tratados con pentoxifilina, presentando estos Gltimos va-
lores de potasemia inferiores al grupo control. Los grupos P2 y P4 (PTX administrada en el
momento de la reperfusion) son los que mostraron los niveles mas bajos.

La valoracion de estos resultados sugiere que el tratamiento con PTX mejora el fun-
cionalismo renal y con éste la normal excrecion del potasio; otra posibilidad es que la salida

del i6n K* al nivel extracelular sea inferior con el tratamiento de PTX, reflejando una menor
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alteracion de la membrana celular. La determinacion de potasio ha sido utilizada como deter-
minacién valorativa del dafio en la I/R intestinal y sobre todo renal, por diversos autores
(106,163,222), al ser considerado su aumento como expresion del dafio celular.

En este estudio se aprecié una disminucion del nivel plasmatico de Cloro en los 4 gru-
pos tratados con PTX, con respecto al grupo control.

Si entendemos que el nivel del ion cloro es una medida indirecta del grado de acidosis
metabolica, se puede sugerir que en los grupos tratados con PTX, ésta fue de menor grado y,

por tanto, la afectacion general del organismo también fue menor.

2.4 CALCIO. FOSFORO.

Chien KR et al (33) demostraron la influencia de los iones Ca™ en el empeoramiento
de la lesion celular en I/R hepatica. Utilizaron Clorpromacina, administrada 30 minutos antes
de la isquemia, observando que este tratamiento producia una disminucion en el acimulo de
Ca"™ intracelular, durante todo el proceso. Estos resultados son interpretados como un indica-
dor de prevencion de la degradacion de los fosfolipidos de membrana. También sefialaron que
la disfuncion mitocondrial era reversible, en el caso de aplicar este tratamiento.

Marubayashi S et al (123) en un estudio publicado en 1986, demostraron que durante
el proceso de I/R se producia una alteracion de la membrana celular y de la funcion mito-
condrial, con un aumento de Ca™ citosolico y una sobrecarga de este Ca™ a nivel mitocon-
drial. Esta situacion actuaria como un circulo vicioso para empeorar, aun mas, el
funcionamiento mitocondrial, llevando a la desestructuracion celular.

Morton JW et al (136) en 1994, investigaron los dafios ultraestructurales que se pro-
ducen por el aumento de Ca™ intramitocondrial, durante el proceso de la I/R renal. Estos au-

tores describieron las alteraciones anatomopatologicas que sufren las mitocondrias de los
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tubulos proximales, siendo éstas similares a las producidas en las mitocondrias del muasculo es-
quelético y cardiaco durante la isquemia.

Ramos JL (162) en sus investigaciones sobre la pentoxifilina en la I/R renal, encontré
una disminucion en los niveles de fosforo de todos los grupos tratados (salvo el grupo Al,
que recibié la PTX a una dosis de 1 mg/Kg 1 hora antes de la isquemia), frente al grupo
control.

Con respecto a los niveles de Calcio, en nuestro estudio se observo una disminucion
en todos los grupos tratados con pentoxifilina, frente al grupo control, mostrando diferencias
estadisticamente significativas con este Gltimo

Los datos obtenidos sugieren que el tratamiento con PTX conduce a una mejor conser-
vacion de las estructuras celulares.

No se hallaron diferencias entre los grupos P1 y P3 (PTX administrada 1 hora antes de
la isquemia), ni entre los grupos P2 Y P4 (PTX inyectada en el momento de la reperfusion),
siendo estos dos Gltimos grupos los que presentaron los niveles menos elevados.

En cuanto al Fésforo, al comparar los resultados obtenidos se observaron diferencias

significativas entre los cuatro grupos tratados y el grupo control. El grupo que obtuvo los va-
lores de fosforo mas bajos fue el P4 (tratamiento con 10 mg/Kg de PTX en el momento de la
reperfusion).

Los datos resultantes sugieren que el tratamiento con PTX supone una menor reten-

¢ion renal de fosfatos.
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2.5. ENZIMA LACTATO DESHIDROGENASA (LDH).

Esta enzima interviene en la conversion de lactato a piruvato.

El aumento en sangre de LDH es indice de lesion celular con destruccion histica, vol-
viendo estos valores a la normalidad en el caso de que se produzca una reparacion de la lesion
celular.

En el trabajo realizado por Rice MJ (166) en 1989, sobre el efecto de Halotano, Iso-
flurano y Verapamil en la I/R renal, se comprobé que habia un paralelismo entre el dafio tubu-
lar y el aumento de LDH. Los resultados obtenidos llevaron a afirmar a este autor, que el
tratamiento con los farmacos mencionados producia una mejora en la lesion tubular, asi como
una disminucion en los valores del enzima estudiado.

Nauta RJ et al (140) en un estudio publicado en 1990, practicaron I/R hepatica en ra-
tas; para su valoracion realizaron analisis histologicos ast como serologicos, incluyendo en és-
tos el de los enzimas liberados GOT, GPT, fosfatasa alcalina y LDH. Obtuvieron un aumento
en los valores de todos ellos, con un pico en el 2° dia postisquemia. Al 7° dia descendieron
GOT y GPT, manteniéndose elevados la fosfatasa alcalina y LDH, que no regresaron a la nor-
malidad hasta transcurridos 21 dias de la intervencion.

Hernandez-Baro MC et al (76), en una revision de la fisiologia y tratamiento de la
I/R hepatica, realizaron entre otros un estudio de enzimas. Se observo que tras 15-30 minutos
de isquemia se producia una rapida liberacion de los enzimas contenidos en mitocondrias y k-
sosomas, éstos son: fosfatasas acidas, beta-glucoronidasa y GOT. Se pudo apreciar también
una pérdida de la membrana lisosomial, siendo la célula practicamente consumida por los enzi-
mas digestivos. Entre el 1° y 5° dias posteriores a la reperfusion continué la gran actividad de
los enzimas citoplasmaticos (GOT, GPT y LDH) por lo que eran liberadas al plasma sangui-

neo, aumentando sus niveles plasmaticos.
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En el presente estudio las medias de los valores de LDH obtenidos, indican que hay di-
ferencias significativas entre el grupo control y los cuatro grupos tratados con pentoxifilina. Se
observaron niveles de LDH sensiblemente inferiores en estos cuatro grupos, con respecto al
grupo control. No se hallaron diferencias estadisticamente valorables entre los cuatro grupos
con tratamiento.

Los resultados obtenidos son equiparables a los de Ramos JL (162), autor que admi-
nistr6 pentoxifilina en I/R renal, hallando diferencias significativas entre todos los grupos tra-
tados y el control, que present6 valores de LDH sensiblemente superiores.

Estos resultados sugieren que el tratamiento con PTX lleva a una menor lesion en la
I/R, por un efecto protector en las células, de tal forma que al haber una menor destruccion

histica, se produce una menor liberacion de este enzima intracelular.
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3. PRUEBAS DE PEROXIDACION LIPIDICA:

MALONILDIHALDEiIDO (MDA)

Como ya ha sido comentado en capitulos anteriores, durante el proceso de la isque-
mia/reperfusion de un 6rgano se va a producir no solo la falta de riego, sino también la libera-
cion de radicales libres de oxigeno, que actian sobre los lipidos de la membrana celular,
provocéandole una grave lesion por peroxidacion lipidica.

El malonildialdehido (MDA) es un derivado del acido araquidénico que se forma du-
rante este proceso, siendo indice del grado de peroxidacion, y por tanto, de la extension de la
lesion en un tejido sometido a I/R.

Suzuki S et al (192) en un trabajo de 1991, realizaron determinaciones de MDA para
valorar el efecto de la prostaglandina I, en la I/R hepatica, con distintos tiempos de isquemia,
estableciendo la comparacion con otro grupo al que se suministré suero fisiologico. Observa-
ron que los valores de MDA son mayores en el grupo que solo recibi6 suero fisiologico. La
determinacion de MDA, junto con la supervivencia, les sirvié para considerar como beneficio-
so el tratamiento con prostaglandina L,.

Turnage RH et al (208), partiendo del hecho comprobado de que la isquemia intesti-
nal lleva consigo una lesion aguda en pulmon, higado y rifién, es decir un "fallo organico mul-
tiple" a distancia, practicaro la isquemia intestinal por clampaje de la arteria mesentérica
superior durante 60 y 120 minutos, con distintos periodos de reperfusion.

Una vez finalizado el proceso de I/R, extrajeron tejido hepatico e investigaron el efecto
de los radicales libres y de la lipidoperoxidacion, mediante la deterrﬂinacién de MDA, gluta-
tion y glutation oxidado. El glutation no mostré variaciones en el tejido isquémico; el glutation

oxidado aumenté notablemente durante la reperfusion, el MDA no se incremento,
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considerando los autores que la I/R intestinal no habia sido suficiente para lesionar profunda-
mente a los hepatocitos. Estas observaciones les llevaron a considerar al glutation oxidado,
como un indicador mas sensible del estrés oxidante, que los productos de la peroxidacion
lipidica.

En 1992 Hamamoto I et al (68) publicaron sus investigaciones sobre la repercusion
del almacenamiento en frio del intestino delgado, mediante distintas soluciones de preserva-
cion (Universidad de Wisconsin, Euro-Collins y Ringer lactato). Determinaron MPO, MDA,
hipoxantina y maltasa.

Todos los grupos mostraron aumento de MDA. Los valores de MDA y MPO fueron
mayores en los grupos preservados con RL y UW, lo que sugiere una peor preservacion intes-
tinal con estas soluciones.

Mellow CG et al (129) practicaron en colgajos de piel, isquemia venosa y arterioveno-
sa con reperfusion posterior, determinando los valores de MDA en los mismos. Observaron
que los niveles aumentaban notablemente en aquellos grupos experimentales sometidos a ma-
yores tiempos de isquemia, sobre todo si ésta era venosa.

Soejima A et al (184) realizaron en 1994 un estudio comparativo entre el fallo renal
inducido por la administracion de gentamicina y la lesion por I/R renal. Para la valoracion del
estudio se determinaron glutation y MDA en tejido renal. Los resultados reflejaron un aumen-
to de MDA, tanto en el fallo renal inducido por gentamicina, como en la I/R renal, Estos au-
tores sugirieron que la insuficiencia provocada por la gentamicina estaba causada por la
liberaciéon del contenido lisosomial en el citoplasma y la peroxidacion de los lipidos de
membrana.

Estal L (47) utiliz6 Alopurinol en I/R renal , observando que todos los grupos trata-

dos presentaron unos valores de MDA considerablemente inferiores a los niveles del grupo
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control, que sdlo recibio suero fisiologico. Resultados semejantes se obtuvieron al sustituir el
tratamiento por Adenosina.

Los resultados de MDA obtenidos en el presente estudio, evidenciaron diferencias es-
tadisticamente valorables entre el grupo control y los cuatro grupos que recibieron tratamiento
con pentoxifilina, mostrando estos ultimos unos niveles de malonildihaldehido considerable-
mente inferiores a los del grupo control.

El analisis de estos resultados, nos llevo a considerar que el proceso de peroxidacion
lipidica era de menor grado en los grupos tratados con PTX, lo que indicaria una menor alte-
racion de la membrana celular y, por tanto, una accion menos agresiva por parte de los radica-
les libres de oxigeno; coincidiendo con otros estudios que afirman que a mayor nivel de MDA,

peor es la conservacion del intestino (68).
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4. PRUEBAS DE ACTIVIDAD NEUTROFILICA:

MIELOPEROXIDASA (MPO).

El proceso de la isquemia/reperfusion de un 6rgano lleva consigo la liberacion de sus-
tancias quimiotacticas, como parte de una accion de respuesta inflamatoria, que van a provo-
car el acimulo y activacién de los leucocitos neutrofilos; estos leucocitos alteran el endotelio
vascular y las membranas celulares, al participar en la produccion de radicales libres, los cuales
resultan altamente citotoxicos.

Basandonos en el importante papel de los leucocitos polimorfonucleares, ya descrito
en el capitulo de la fisiologia de la lesion por I/R, pasamos a determinar indirectamente su pre-
sencia por la actividad MPO en los tejidos sometidos a este proceso.

La Mieloperoxidasa (MPO) es una enzima liberada por los neutrofilos, de manera que,
su deteccion es un dato que nos ayuda a valorar el grado de infiltracion neutrofilica en los teji-
dos y, por tanto, el grado de la lesion.

Schmeling DJ et al (173) en una publicacion de 1989, describieron sus investigaciones
sobre el fallo organico multiple, provocado por la I/R intestinal. Demostraron mediante la téc-
nica de MPO e histologia, que tras esta intervencion se producia un acimulo de polimorfonu-
cleares en tejido pulmonar.

Otamiri T (150) investigo el dafio de la mucosa intestinal, al realizar la ligadura inter-
rumpida de ileon distal en ratas. Para su valoracion determind MPO y MDA en el tejido intes-
tinal. Sus resultados mostraron un aumento notable en dichos niveles, haciendo evidente la
importancia de los neutréfilos en la produccion de la lesion por I/R.

En 1989 Barroso J y Schmid GW (10) publicaron un estudio sobre el efecto de la

pentoxifilina, en una situacion de shock endotéxico, observando que esta droga producia una
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disminucién del acimulo leucocitario en endotelio, asi como un aumento en la supervivencia
de los animales que recibieron este tratamiento. La PTX al disminuir el secuestro leucocitario
impide el avance de la lesion en la microvasculatura, disminuyendo el dafio en los 6rganos
afectados.

Zimmerman BJ et al (233) realizaron en 1990 un estudio de la infiltraciéon granuloci-
taria en el intestino postisquémico del gato. Demostraron: 1°) el aumento en la produccion de
leucotrieno B, durante la I/R, siendo este leucotrieno un potente promotor de la adhesividad,
activacion y extravasacion leucocitaria, y 2°) la disminucion del acimulo leucocitario en la mu-
cosa postisquémica, mediante el tratamiento con inhibidores de este leucotrieno.

Para comprobar estos hechos utilizaron la determinacion de MPO en el tejido intestinal
isquémico, que se mostrd notablemente inferior en el grupo que recibi6 el tratamiento con in-
hibidores, frente al grupo control, que no fue tratado.

Sullivan GW (191) en sus investigaciones sobre los efectos de la pentoxifilina y sus
analogos sobre la funcioén leucocitaria, determind que estos fairmacos actuaban disminuyendo
la adhesividad leucocitaria y su actividad oxidativa, al inhibir la liberacion de citoquinas infla-
matorias, como el Factor de Necrosis Tumoral.

Shoenberg MH et al (181) publicaron en 1991 un estudio encaminado a determinar la
participacion de los neutroéfilos en la lesion intestinal postisquémica, por oclusion de la arteria
mesentérica superior en gatos, algunos de los cuales fueron tratados previamente con anticuer-
pos monoclonales (IB4), inhibidores de la adhesividad leucocitaria a las células endoteliales.
Observaron por determinacion de MPO e histologia, mejoria en el grupo tratado con los anti-
cuerpos, el cual obtuvo unos valores inferiores de MPO y un lesion histologica mas leve, con
respecto a otro grupo no tratado. Con estos resultados pusieron en evidencia el importante pa-

pel de los neutroéfilos en la formacion de la lesion.
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Hamamoto I et al (68) realizaron estudios del efecto de la lipidoperoxidacion, asi co-
mo de la actiyidad neutrofilica, sobre el borde en cepillo intestinal, cuando éste es conservado
en distintas soluciones de preservacion. Hicieron la valoracién de las soluciones (Universidad
de Wisconsin, Euro-Collins, Ringer lactato) determinando MPO y MDA, considerando el au-
mento de éstos como signo de una peor preservacion.

Los tejidos intestinales que mostraron mayores tasas de mieloperoxidasa y de malonil-
dialdehido fueron los preservados en UW y en RL.

Koike K et al (101) publicaron en 1992 un trabajo basado 1°)en el hecho probado de
la lesion "a distancia", como consecuencia de la I/R intestinal y 2°) en la posible participacion
de la traslocacion bacteriana, surgida durante la I/R, sobre el desarrollo del fallo orgéanico
multiple.

Realizaron isquemia intestinal en ratas, por oclusion de la arteria mesentérica superior
durante 45 minutos, con una reperfusion posterior de 2 horas. Al grupo control sélo se le
practicé una laparotomia. Midieron el nivel de endotoxemia, no hallando diferencias entre el
grupo de ensayo y el control, lo que les llevé a sugerir que la traslocacion bacteriana, no era la
causa desencadenante del fallo organico multiple.

Midieron la MPO en tejido pulmonar, comprobando el aumento de ésta como conse-
cuencia de la I/R intestinal, que ejerce su accion también a distancia. Los valores de MPO ha-
llados, demuestran el nivel de secuestro leucocitario en €ste 6rgano.

Simpson R et al (182) describieron en 1993, sus investigaciones sobre la accion de los
neutrofilos en las lesiones locales y "a distancia" (pulmén e higado), como consecuencia de la
I/R intestinal. Utilizaron distintos tratamientos antileucocitarios, valorandolos mediante la
prueba de MPO, que se mostr6 aumentada en el tejido pulmonar y hepético, siendo los valores

obtenidos mayores en el grupo control, no tratado _con sueros _antileucocitarios. Estos
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resultados leg llevaron a concluir que, los leucocitos polimorfonucleares y sus productos inter-
vienen en la formacion de la lesion pulmonar y hepatica.

Kanvar S y Kubes P (95) publicaron un trabajo en 1994 sobre la I/R intestinal, en el
que afirman que los oxidantes, liberados durante este proceso, inducen la degranulacion de los
mastocitos, lo cual estimula la inﬁltraci(')n\ granulocitaria y la disﬁm’ci(’)n tisular asociada a la
I/R intestinal. Las determinaciones que utilizaron fueron: el aclaramiento de Cr''EDTA y la
MPO, observando aumentos significativos de ambos, al producirse la lesion.

Davenpeck KL et al (43) realizaron investigaciones sobre el efecto de la administra-
cion de anticuerpos monoclonales anti P-selectina, en el momento de la reperfusion, tras isque-
mia de la arteria esplacnica. Estos anticuerpos actiian disminuyendo el acumulo de los
granulocitos, hecho demostrable por la disminucion de los valores de MPO en el tejido intesti-
nal del grupo tratado, frente a un grupo control que no recibi6 el tratamiento.

En 1994 Koike K et al (102) llevaron a cabo un estudio sobre el mecanismo de pro-
duccion del "fallo organico multiple”, consecuencia de la I/R intestinal, y su relacién con la
produccion de endotoxinas. Determinaron la actividad neutrofilica en el pulmén por la MPO,

_la cual se mostr6 elevada. Estos autores concluyen que la I/R intestinal provoca el acimulo de
neutrofilos, los cuales inducen la lesion pulmonar, por mecanismos diferentes al de las
endotoxinas.

Moore RM et al (134) en una publicacion de 1994, describen sus investigaciones en el
campo de la I/R intestinal, practicada en caballos. Estos autores evaluaron el grado de la lesion

. por histologia y por la actividad MPO, evidenciando de esta forma el secuestro leucocitario en
él colon, producido durante la formacion de la lesion. Observaron que los neutréfilos se acu-
mulaban en la mucosa del colon, sobre todo durante la fase de reperfusion, contribuyendo a la

produccion de la lesion.
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Estal L (47) en su estudio sobre los efectos de Alopurinol y Adenosina en I/R renal,
observo que con el primer farmaco los grupos tratados con dosis de 10 mg/Kg 1 hora antes o
en el momento de la reperfusion y el grupo con 50 mg/kg en el momento de la reperfusion,
presentaban valores de MPO significativamente inferiores al grupo control.

Al administrar el tratamiento de Adenosina se pudo apreciar una disminucion significa-
tiva del nivel MPO en los grupos tratados con el fairmaco a una dosis de 10 mg/kg 1 hora an-
tes o en el momento de la reperfusidn, frente al control.

En nuestro estudio, los resultados obtenidos con referencia a la actividad mieloperoxi-
dasa, se mostraron significativamente mas bajos en los cuatro grupos tratados con pentoxifili-
na, con respecto al grupo control, que no recibi6 el tratamiento, coincidiendo con lo
observado por otros autores, que demuestran el acimulo polimorfonuclear en las lesiones por
isquemia-reperfusion (43,95,150,180,181).

El hallazgo de valores mas bajos de MPO en los grupos tratados, evidencia un menor
secuestro leucocitario en el tejido intestinal comprometido, y por tanto, una menor produccion
de radicales libres por parte de estos leucocitos, con lo que la lesion deberia ser mas leve.

De acuerdo con otros autores (10), la PTX reduciria el acimulo leucocitario, prote-
giendo de esta forma al 6rgano del avance de la lesion en la microvasculatura. La pentoxifilina
" también ejerceria su accion aumentando la deformabilidad leucocitaria (174), de forma que se
reduciriafa contribucidn de estas células al aumento de la resistencia del flujo capilar y en los
trastornos del éstasis vascular (174). Otra forma de proteccion de la PTX seria, segin Sulli-
van GW (191), el descenso de la adhesividad leucocitaria, producida indirectamente por la_
droga al disminuir el Factor de Necrosis Tumoral.

Dentro de los cuatro grupos tratados encontramos también diferencias significativas

entre: P1 y P2, P1yP4, P3yP2 P3yP4.
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Los grupos con los niveles mas bajos de MPO fueron el P2 y P4, que corresponden a
aquellos animales que recibieron el tratamiento con pentoxifilina (1 mg/kg, 10 mg/kg, respecti-
vamente) en el momento de la reperfusion, hecho que coincide con la duraciéon de la vida me-

dia del farmaco (de 1 a 1'6 horas).No se hallaron diferencias significativas entre estos dos

grupos.
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5. ESTUDIOS LASER DOPPLER.

En el presente estudio se realizaron mediciones de la microcirculacion intestinal, con el
fin de valorar la misma durante la isquemia, asi como la recuperacion del flujo durante la fase
de reperfusion, comparando los distintos grupos para poder apreciar el efecto de la pentoxifili-
na. Para este estudio se utilizo la técnica de laser Doppler, aplicandolo a 5 ratas de cada uno
de los grupos referidos en el proyecto experimental.

Baumann JC (9) publico en 1976 un estudio sobre el efecto de la pentoxifilina en pa-
cientes con enfermedad vascular periférica, observando mejoria en los indices reograficos y
oscilograficos (técnica Doppler), lo que indicaba una mejoria de la circulacion.

Brevetti G et al (18) comprobaron que la administracion de PTX a pacientes con arte-
riopatia obliterante, aumentaba el flujo sanguineo, tanto en reposo como durante el ejercicio,
valorandolo segun el indice reografico de Jantsch.

Oshima N y Sato M (145) en 1981, administrando PTX por via arterial a ratas, obser-
varon, mediante microscopia intravital, disminucion de la viscosidad sanguinea con aumento
simultaneo del flujo sanguineo en los capilares mesentéricos, medido por laser Doppler.

Angelkort B y Doppelfeld E (5) en un trabajo de 1983, estudiaron el efecto de la pen-
toxifilina en pacientes con enfermedad crénica de estenosis arterial, demostrando mediante la
técnica Dbppler una notable mejoria, en la presion y flujo postestnotico del tobillo.

Pupita F et al (160) realizaron investigaciones sobre farmacos con efecto hemorreolo-
gico; administraron pentoxifilina a pacientes con extremidades isquémicas y a personas sanas,
observando un aumento en el flujo sanguineo muscular de las extremidades enfermas, sin feno-

meno de "robo circulatorio”. En las personas sanas no se produjeron efectos.
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Orlando E et al (149) publicaron en 1983, un estudio en el que utilizaron la técnica de
ultrasonidos Doppler, comprobando mediante ésta, que la pentoxifilina administrada por via
intfavenosa aumentaba la velocidad del flujo sanguineo, hasta un 18%, en pacientes con este-
nosis valvular aértica. En individuos con funcion cardiaca normal no se observoé ningtn efecto.

Ehrly AM (45) utilizé la insercion de un microelectrodo en el misculo isquémico, co-
mo método para objetivar la mejoria de la microcirculacion de las extremidades isquémicas,
tras la administracién de pentoxifilina. Comprob6 también que el tratamiento llevaba al miscu-
lo isquémico a presentar una mayor tension de oxigeno, con respecto al periodo anterior al
tratamiento.

Nauta RJ et al (140) estudiaron la I/R hepatica en ratas, sometiéndolas a una isquemia
de 90 minutos. Realizaron estudios histologicos, enzimaticos (GOT, GPT, LDH, fosfatasas al-
calinas) y también circulatorios, mediante laser Doppler, para poder controlar el flujo de san-
gre portal a lo largo de todo el proceso. Apreciaron el descenso del riego durante la isquemia
y su rapida recuperacion durante la reperfusion.

En un estudio realizado por Wang P et al (218) en 1992, sobre los efectos de
ATP-MgCl, en el trauma por hemorragia, y la contrarregulacion de las citoquinas inflamato-
rias, afirman que la pentoxifilina suprime la sintesis del factor de necrosis tumoral (depresor
hemodinamico) y restaura el flujo sanguineo intestinal, interrumpido por un shock
hemorragico.

Ar'Rajab A et al (6) publicaron en 1994 sus investigaciones sobre el efecto de las ci-
closporinas y los antagonistas de calcio en la IR renal, utilizando para su valoracion la medi-
cion del flujo renal por medio de laser Doppler. Comprobaron una mayor nefrotoxicidad,
reflejada por una disminucion del flujo renal, con la ciclosporina A que con la G, asi como un

efecto beneficioso por parte de los antagonistas.
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Ramos JL (162) utilizo el laser Doppler para conocer los efectos de la pentoxifilina
sobre la circulacion del rifion sometido a I/R. Observo que los grupos que mostraban un ma-
yor porcentaje de recuperacion de la microcirculacion renal, con respecto al grupo control,
eran aquellos que recibieron el tratamiento en el momento de la reperfusion, siendo el grupo
con dosis de 10 mg/kg el que obtuvo un nivel superior de recuperacion, confirmado
estadisticamente.

En el presente estudio, los resultados obtenidos con la técnica de Laser Doppler, nos
permitieron realizar una valoracion del porcentaje de recuperacion, tras una hora de reperfu-
sion, en la que se pudo apreciar que la recuperacion de la microcirculacin intestinal era signi-
ficativamente superior en aquellos grupos que recibieron la dosis de pentoxifilina (1 6 10
mg/kg) en el momento cero de la reperfusion, grupos P2 y P4, coincidiendo con los datos pre-
sentados por Ramos JL (148).

Los resultados aportados sugieren que el tratamiento con PTX mejora el restableci-
miento del flujo sanguineo tras una situacion de isquemia, basando su efectos fundamental-
mente en su capacidad hemorreologica, como es su aqcic'm sobre la deformabilidad eritrocitaria
y leucocitaria, asi como en su labor antitrombética (5, 9, 18, 145, 149, 160).

El momento 6ptimo para la administracion de la PTX, parece ser el de la reperfusion,
no una hora antes de la isquemia, lo que tiene su explicacion en la vida media del farmaco, de
1 a 1'6 horas (11), permitiéndole asi prolongar su efecto hasta el delicado periodo del restable-

cimiento del flujo.
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6. HISTOLOGIA.

La utilizacion del analisis anatomopatoléogico para la valoracion del dafio producido en
los tejidos u érganos, sometidos a un proceso de isquemia/reperfusion, es una practica comun
utilizada por muchos autores, algunos de los cuales la llevan a cabo para la deteccion tempra-
na de una posible reaccion de rechazo organico.

Williams LF (223) en sus estudios sobre la insuficiencia circulatoria intestinal, deter-
min6 mediante estudio histolégico, que el dafio isquémico del intestino comienza a nivel de las
vellosidades de la mucosa.

En 1978 Lundgren O y Haglund U (116) mediante estudios histologicos en mucosa
intestinal sometida a isquemia, establecieron que la especial susceptibilidad de las crestas de
las vellosidades, en una situacion de reduccion del flujo sanguineo, es debida a la existencia de
cortocircuitos extravasculares, en la base de estas vellosidades.

Haglind E et al (66) en sus investigaciones sobre la obstruccion intestinal en ratas, ob-
servaron que tras 1 hora de isquemia, la lesion mas severa es la hallada en las vellosidades. Es-
ta afirmacion la realizaron en base a estudios anatomopatologicos.

Observaciones semejantes realizaron Grogaard R et al (59), sobre los efectos de la is-
quemia y los radicales libres en la mucosa intestinal. Realizaron isquemia de la arteria mesenté-
rica superior en perros, comprobando mediante histologia el dafio severo en las vellosidades,
asi como un aumento en la permeabilidad de la mucosa, mediante la prueba de aclaramiento de
albumina intestinal.

Parks DA et al (153), en sus estudios sobre isquemia organica, afirmaron que el efecto

de la isquemia sobre el intestino es més precoz que sobre otros 6rganos, ya que en el intestino
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isquémico, la xantino deshidrogenasa pasa a xantino-oxidasa muy répidamennte, en cuestion
de minutos, mientras que otros 6rganos precisan de 1 hora para esta reaccion.

En 1989 Schmid T et al (175) establecieron unos criterios histologicos de la evolucién
de los traplantes intestinale;/o/can ratas, y su interés para la valoracion del rechazo:

- Del 4° al 6° dia postrasplante, apareceria una infiltracion moderada de la 1amina pro-
pia y submucosa por polinucleares, con cierta necrosis de las células epiteliales de las criptas.

- Entre el 7° y 12° dia se observaria muerte de las células de las criptas, pero sin ser un
hecho prominente. Se podrian apreciar trombos de fibrina en los capilares de la mucosa, du-
rante el curso de un rechazo. Esta situacién se asociaria con extensa necrosis de la mucosa al
11°y 12° dia.

- Al 11°-12° dia postrasplante, habria hipertrofia en el endotelio arterial, seguida de
proliferacion diseminada en la intima y de trombosis.

Bennett WM et al (15) en 1992, realizaron un trabajo para investigar los efectos de la
pentoxifilina en casos de nefrotoxicidad provocada por ciclosporinas, administradas durante
20 dias.

En el estudio anatomopatolégico posterior al tratamiento, observaron una mayor pro-
teccion renal en el grupo que recibio pentoxifilina, mostrando un lmenor grado de atrofia y fi-
brosis tubular que en el grupo control, solo tratado con la ciclosporina.

En 1993 Simpson R et al (182) describieron sus investigaciones acerca del papel de
los leucocitos polimorfonucleares en las lesiones locales y "a distancia", tras la /R intestinal.
Administraron un tratamiento previo de anticuerpos monoclonales, para prevenir la adhesién
de los leucocitos, observando mediante histologia y prueba de MPO, que este pretratamiento

reducia la lesion a distancia (higado y pulmon) pero no la local.
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Thaler W et al (198) realizaron estudios histologicos para valorar el efecto de dos so-
luciones de preservaciéon (Euro-Collins y Universidad de Wisconsin), durante la conservacion
en frio de segmentos intestinales. Los resultados obtenidos les llevaron a concluir que la solu-
cion UW es la unica que puede conservar injertos de intestino delgado durante mas de 12 ho-
ras, al ser la unica que no conducia a una necrosis severa tras este periodo de tiempo, en
contraste con la solucién EC.

Kubes P (104) publicé en 1993 un estudio sobre los efectos de la inhibicion de la sin-
tesis del 0xido nitrico, sobre la funcion de la barrera mucosa, tras la isquemia/reperfusion in-
testinal producida en gatos. Para este proyecto utilizo el aclaramiento de Cr 'y el analisis
histologico. La conclusidn observada fue que, la produccion de éxido nitrico es un importante
factor para minimizar la disfuncion mucosa y la de barrera microvascular, asociada a un proce-
~sode IR

En 1993 Toyama N et al (207), publicaron un estudio de valoracion del rechazo de in-
jertos intestinales, mediante técnicas endoscopicas e histologicas. Esta“blecieron unos estadios
histologicos (1° a 4°) de menor a mayor extension del proceso de rechazo, de manera que en el
estadio:

1° comienza a afectarse la mucosa con pérdida del patron capilar.

2° la extension del dafio en mucosa es mas extenso.

3° el epitelio necrotico muestra multiples alceras.

4° el rechazo del tejido es completo, con necrosis total y formacion de un tejido cicatri-
cial blanco.

Yamataka A et al (226) en sus investigaciones sobre la I/R intestinal experimental, su-
gieren que los cambios ultraestructurales en las microvellosidades intestinales son un buen

marcador del rechazo de un injerto. Practicaron la biopsia postrasplante, sometiendo los cortes
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tanto a estudio histologico, mediante micrbscopia dptica, como a estudio ultrastuctural por
medio de microscopia electronica, observando que esta tltima se muestra mas sensible a la ho-
ra de detectar el rechazo del injerto, ofreciendo datos mas exactos de las alteraciones a nivel
de las microvellosidades.

Muller AR et al (138) estudiaron los efectos de la preservacion en frio de segmentos
de intestino delgado, observando que la localizacion donde se muestran principalmente los da-
fios, es la membrana basal y el endotelio de la hipervascularizada mucosa intestinal.

En la evaluacion histoldgica, al final del periodo de preservacion, encontraron separa-
cion del epitelio de las vellosidades de la lamina propia. El dafio histologico se mostré mayor
después de la fase de reperfusion de este trasplante, evidenciando destruccion de células epite-
liales. Estos autores hallaron correlacion entre la extension de la lesion y el tiempo de
preservacion.

En 1994 Udassin R et al (211) publicaron un trabajo sobre la regeneracion del intesti-
no tras una isquemia transitoria, por oclusion de la arteria mesentérica superior, durante 30
minutos. Se realizaron estudios histologicos a distintos tiempos, observando que a los 10 mi-
nutos de isquemia ya se podia apreciar dafio severo en las vellosidades, sin embargo, estas al-
teraciones van desapareciendo, mostrando una restauracion del epitelio de las vellosidades a
medida que avanza el periodo de reperfusion.

Muller AR et al (139) realizaron determinaciones de la actividad glutaminasa y estu-
dios histologicos, para valorar la lesion por preservacion en intestino delgado. Estos parame-
tros se determinaron durante la preservacion en frio (mediante suero fisiologico o tampén
fosfato con sucrosa PBS), tras la reperfusion y al cabo de 2 y 7 dias del trasplante.

Con los datos obtenidos concluyeron que el grado de lesion histologica, observada a

los 20 minutos de la reperfusion, es un buen indice del grado supervivencia del injerto,
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preservado en cualquiera de las dos soluciones. La actividad glutaminasa se mostr¢ Gtil para
valorar los segmentos conservados en PBS, pero no para los preservados en suero fisiologico..

En el presente trabajo los estudios histolégicos realizados reflejan que los grupos que

presentaron signos de isquemia severa definida por la marcada erosion de la mucosa, edema y
coﬁgesti()n de las vellosidades, con un infiltrado inflamatorio intenso, fueron los grupos Con-
trol, P1 y P3 (1 y 10 mg/kg peso de pentoxifilina 1 hora antes de la isquemia, respectivamen-
te). Estos resultados concuerdan con los de otros estudios, de manera que el primer lugar
afectado por la isquemia/reperfusion van a ser las vellosidades intestinales, precisamente por
su riqueza en microvasculatura (59,116,138,207,223,)

En el grupo P2 la lesion correspondio a una isquemia moderada, con infiltrado inflama-

torio a nivel de la lamina propia y discreta congestion de los capilares de la mucosa.

El grupo P4 presento signos de isquemia leve, con ligero infiltrado inflamatorio en la-
mina propia y conservacion de las estructuras.

Estos estudios histologicos revelan pues, una cierta mejoria en aquellos grupos que re-
cibieron tratamiento con pentoxifilina, en el momento de la reperfusion, sobre todo el grupo
P4, al que se administrd la PTX a una dosis de 10 mg/kg de peso, coincidiendo con los resul-
tados de otros estudios (15,162). El hecho de obtener un mejor efecto del farmaco si se admi-
nistra en el momento de la reperfusion, parece estar basado en la duracion de su vida media,
de 1 a 1'6 horas (11), alcanzando asi su espectro de accion al periodo de restablecimiento de la

circulacion.
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CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos en el presente modelo experimental, sugieren que la

Pentoxifilina:

1- Influye favorablemente en la lesion por isquemia-reperfusion intestinal.

2- Ejerce un efecto protector sobre la microcirculacion intestinal, basado en dos meca-

nismos de accion:

.Hemorreologico, disminuyendo la viscosidad sanguinea.

.Capacidad de reducir el acamulo leucocitario a nivel del endotelio vascular.

3- Minimiza el proceso de peroxidacion lipidica, durante la reperfusion.

4- El efecto protector de la Pentoxifilina se muestra dependiente del momento de ad-

ministracion, siendo 6ptimo el tiempo cero de la reperfusion.

5- Su accidn no es dosis/dependiente en el rango de tratamiento utilizado, aunque en

general, los resultados se mostraron mas favorables con la dosis de 10 mg /Kg de peso.
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