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Evolución y células, la vida con oxígeno1-5

La  vida  se  originó  en  la  Tierra  por  una   combinación   fortuita  entre  la  atmósfera, 
- compuesta por hidrógeno, gas amoníaco, metano y vapor de agua -, con oxígeno no 
molecular, altos niveles de radiación (ausencia de la capa de ozono), altas temperaturas y 
abundantes aguas pluviales, y a través de la formación e interacción de compuestos 
orgánicos prebióticos presentes en la superficie terrestre: aminoácidos, nucleótidos y 
azúcares producidos no biológicamente. 

Las células primitivas, llamadas anaerobias estrictas, viven de la fermentación, 
absorbiendo compuestos orgánicos y generando ATP (adenosintrifosfato) 
anaeróbicamente. Es razonable suponer, por lo tanto, que evolucionaron en ausencia de 
oxígeno. 

A medida que las reservas de compuestos orgánicos se fueron reduciendo con el tiempo, 
se produjo la evolución del aparato fotosintético, que permitió a las células manufacturar 
los compuestos orgánicos que necesitaban a partir de compuestos inorgánicos, utilizando 
la luz como fuente de energía. Sin embargo, los primeros fotosintetizadores fueron 
también bacterias anaeróbicas y su primitiva forma de fotosíntesis no generó oxígeno. 

Las fuentes de hidrógeno de las que dependían las células fotosintéticas (hidrógeno, 
sulfhídrico y moléculas orgánicas con hidrógeno) se empobrecían, al escapar el propio 
hidrógeno al espacio. Como respuesta, las células desarrollaron un nuevo tipo de 
fotosíntesis que les permitió obtener el hidrógeno de las moléculas de agua eliminando 
oxígeno como producto residual, lo cual ocurrió hace unos 2.500 millones de años con la 
proliferación de las cianobacterias (los primeros organismos que liberaron oxígeno como 
producto residual de la fotosíntesis). Así, el oxígeno comenzó gradualmente a 
acumularse en el agua, en el suelo, en los sedimentos y en la atmósfera. La era aeróbica 
estaba comenzando. 

El oxígeno es un gas tóxico y reactivo, capaz de oxidar los compuestos de carbono. Su 
aparición en la atmósfera impidió que continuara la primitiva síntesis no biológica de 
compuestos orgánicos. Su presencia supuso no sólo la inmediata oxidación de tales 
compuestos formando dióxido de carbono y agua, sino que ocasionó la formación de la 
capa de ozono, que redujo enormemente la cantidad de radiación ultravioleta que 
alcanzaba la superficie de la Tierra. 

La consiguiente oxigenación de la biosfera impuso una severa presión evolutiva en 
muchos organismos que, hasta entonces, habían vivido y evolucionado en un mundo 
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anaerobio. Al ser el oxígeno tóxico para la vida primitiva, se fue convirtiendo en un 
agente contaminante cada vez más peligroso llegando a constituir una amenaza para su 
mismo productor, las cianobacterias. Muchos organismos, incapaces de tolerar este gas, 
tuvieron que refugiarse en nichos anaeróbicos, o extinguirse. 

Por otro lado, forzó en un estadio temprano a otro grupo de células, a desarrollar 
mecanismos para su destoxificación intracelular, en los que se encuentran implicadas 
enzimas tales como catalasas, peroxidasas y superóxido dismutasas, que reaccionan con 
los radicales tóxicos producidos por el oxígeno y los convierten en compuestos 
orgánicos inocuos y agua. La evolución de estos enzimas protectores permitió que las 
células toleraran la presencia del oxígeno. 

Pronto, sin embargo, los microorganismos hallaron una solución a la problemática del 
oxígeno, desarrollando la capacidad de usar éste mediante la respiración. Esta solución 
no sólo los protegió, sino que además les aportó energía adicional, porque la respiración 
genera bastante más ATP que la fermentación. 

Conforme iba creciendo la concentración de oxígeno en la atmósfera, aparecieron 
muchas especies no fotosintéticas que requerían de éste para sus procesos metabólicos, 
las primeras aeróbicas estrictas, quienes convirtieron un veneno potencial como el 
oxígeno, en un elemento utilísimo mediante la elegante solución de la respiración 
aeróbica. A través de este mecanismo, mucho más eficiente, las células podían generar 
suficiente ATP como para aumentar de tamaño y realizar funciones mucho más 
complejas. La respiración fue un prerequisito para el origen de las células eucariotas que 
se convertirían en el material de construcción de los organismos superiores. 

Sin embargo, muchos de los productos que se originan durante la respiración celular son 
por naturaleza potentes oxidantes para otras moléculas, por lo que las células aerobias 
tienen que pagar un precio inevitable, y es la toxicidad de las especies reactivas del 
oxígeno de las que se han de defender. 

Radical libre3,6-12

Los electrones en los átomos ocupan regiones espaciales conocidas como orbitales. La 
estructura electrónica de un átomo o una molécula es termodinámicamente más estable 
si en cada orbital hay un máximo de dos electrones, que giran en direcciones opuestas, o 
sea, se hallan apareados. Un electrón no apareado es el que está solo en un orbital, con 
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dos posibles direcciones de giro. La mayoría de las sustancias presentes en el organismo 
contienen sólo electrones apareados y suelen ser, por tanto, químicamente estables. 

En el pasado, la palabra radical se utilizó para indicar, por ejemplo, a un grupo como el 
metilo en la molécula de 2-metilpropano. Después se añadió la palabra libre. Dado que 
un radical ya es por sí una partícula libre, éste calificativo delante de radical actualmente 
se considera innecesario y obsoleto: todos los radicales son libres. A pesar de lo cual, y 
debido a la gran utilización del término “radical libre” en toda la bibliografía utilizada 
para referenciar ésta obra, en ocasiones a lo largo del texto utilizaremos el mencionado 
término para referirnos al concepto que a continuación definiremos. De acuerdo con el 
sistema de nomenclatura de la Comisión por la Nomenclatura de Química Inorgánica de 
la Unión Internacional de Química Pura y Aplicada, indicamos como radical mediante 
un punto en formato superíndice, precediendo a la carga, si el compuesto la posee13. 

Los radicales libres son especies químicas (átomos o moléculas) que contienen uno o 
más electrones desapareados en su orbital más externo, y pueden tener carga (positiva o 
negativa) o no. 

Esta propiedad de tener electrones desapareados le puede conferir al radical una enorme 
reactividad química, que le conducirá a interactuar rápidamente con otros átomos o 
moléculas (radicales o no) con las que entre en contacto, tendiendo a ceder este electrón 
extra para estabilizar su orbital de valencia (radical reductor), a aceptar un electrón para 
estabilizar el electrón desapareado (radical oxidante), o a unirse a un no radical, en cuyo 
caso este último se convierte en un radical libre. Mediante estos mecanismos los 
radicales libres dan lugar a reacciones en cascada con formación de nuevos radicales 
libres. Sólo cuando coinciden dos radicales pueden combinar sus electrones 
desapareados y unirse mediante un enlace covalente, terminando así con dichas 
reacciones, aunque pueden existir de manera estable compuestos en forma de radical 
libre. 

Las reacciones promovidas por los radicales libres se pueden dividir en reacciones de 
iniciación, de propagación y de terminación. Aunque son generalmente más reactivos 
que los no radicales, hay una gran variabilidad en dicha reactividad. El resultado de la 
reacción de un radical inorgánico con un compuesto orgánico, es la creación de un 
radical orgánico, el cual puede sufrir sucesivas reacciones hasta formar un compuesto 
más estable. 

Los radicales libres son generados in vivo como productos del metabolismo normal. En 
el organismo pueden crearse intra y extracelularmente, mediante mecanismos en los que 
están implicados numerosos enzimas y tipos celulares. En condiciones normales, 
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la inmensa mayoría de los radicales libres proceden de la respiración aerobia y contienen 
oxígeno. 

El radical más abundante en los sistemas biológicos es el oxígeno molecular. Su 
capacidad oxidante y la reactividad de las especies químicas generadas en su reducción 
vienen determinadas por sus estructuras electrónicas moleculares. En 1924 se estableció 
que el oxígeno molecular (O2) es un diradical que posee dos electrones desapareados en 
su orbital más externo con giros paralelos (� ��O  �� O  ��). Esta disposición de los giros 
previene la adición directa de un par de electrones (para lo cual debería haber un giro 
paralelo y otro antiparalelo) a la molécula, necesitando una inversión del giro antes de 
que se pueda producir la unión, de acuerdo con el principio de exclusión de Pauli *, para 
evitar la colocación de dos giros electrónicos paralelos en el mismo orbital. Ya que el 
proceso de inversión del giro es lento comparado con la vida media de los elementos en 
colisión, el resultado es que el oxígeno en su estado fundamental es un oxidante 
relativamente débil, permitiendo la coexistencia de materia orgánica y oxígeno libre. 

Una consecuencia de esta restricción del giro, es que el estado fundamental del oxígeno 
favorecerá la vía de reducción univalente del mismo, siempre que sea posible 
energéticamente. 

Frecuentemente se utiliza de manera equivocada el término “radicales libres del 
oxígeno”, asignándosele a todas las especies reactivas del oxígeno intermedias, 
incluyendo aquellas formas moleculares que no son radicales. Es más apropiado hablar 
de especies reactivas del oxígeno en lugar de radicales libres del oxígeno, aunque esta 
denominación también podría matizarse, ya que como queda expuesto más adelante, 
existen especies con una muy alta y otras con una menor reactividad. 

Procedencia de las especies reactivas del oxígeno3,14-19

Las reacciones químicas consisten en la destrucción de enlaces químicos existentes en 
las moléculas que reaccionan, y la formación de otros nuevos para originar los productos 
de la reacción. Ello implica la ruptura de los orbitales moleculares y la aparición 

                                                 
* Principio de exclusión de Pauli. En un mismo átomo o sistema orbital, no pueden existir dos electrones con valores 

iguales en sus cuatro números cuánticos; deben diferir en al menos uno. Eso significa que ningún orbital puede 
contener más de dos electrones y que éstos deben tener sus respectivos giros apareados, o sea, orientados en sentidos 
opuestos12. 
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transitoria de estructuras intermedias. Según sea el tipo de ruptura del enlace covalente, 
será la naturaleza de esas especies químicas intermedias y provisionales. La heterólisis 
es la desigualdad en el reparto de electrones respecto al de protones y origina dos 
especies químicas con carga eléctrica o iones, los cuales en principio tienen todos sus 
orbitales completos con dos electrones o vacíos. La homólisis produce radicales libres, 
ya que la ruptura del enlace covalente se hace de forma que cada uno de los electrones 
del orbital molecular del enlace, queda en cada una de las partes, en orbitales atómicos 
que contendrán cada uno de ellos uno de los electrones12. Además, los radicales libres se 
pueden generar en reacciones de transferencia de electrones. En general estos procesos 
se producen a través de la absorción de radiación ionizante, ultravioleta, visible o 
térmica; o por reacciones redox tales como las de transferencia de electrones no 
enzimática, reacciones catalizadas por metales o procesos catalizados por enzimas20,21. 

Las reacciones en las que están implicados los radicales libres son fundamentales para el 
normal funcionamiento de un amplio espectro de procesos biológicos. Debido a la 
ubicuidad del oxígeno molecular en los organismos aeróbicos y su capacidad de aceptar 
fácilmente electrones, las especies reactivas del oxígeno en gran medida median las 
reacciones en las que se implica un radical libre a nivel celular. 

En el organismo, las especies reactivas del oxígeno derivan de fuentes endógenas y 
exógenas: 

Fuentes endógenas de especies reactivas del oxígeno

Los generados en los procesos biológicos intra y extracelulares normales y patológicos, 
en prácticamente todos los tejidos. Pueden producirse de forma exagerada e inadecuada, 
o en un medio en el que las defensas que normalmente protegen a los tejidos son 
insuficientes. 

Transporte de electrónico a nivel de la mitocondria

El ATP se forma y consume continuamente. La fosforilación oxidativa es el proceso por 
el que se forma ATP. Cuando mediante una serie de transportadores (NADH-Q 
reductasa, citocromo reductasa y citocromo oxidasa) se transfieren electrones desde el 
NADH (nicotinamida adenindinucleótido reducido) o el FADH2 (dinucleótido de flavina 
y adenina reducido) al oxígeno molecular, se libera una gran cantidad de energía. Ésta es 
la fuente principal de ATP en los organismos aeróbicos. La oxidación y la fosforilación 
son dos procesos asociados. 
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Por tanto, la cantidad de oxígeno reducido en la mitocondria depende de los 
requerimientos energéticos más que del oxígeno disponible. Está regulado de algún 
modo, por la relación ADP/ATP22. 

Aproximadamente el 95 % de todo el oxígeno consumido por las células de los 
mamíferos se metaboliza en la mitocondria, donde es reducido por 4 electrones, 
produciendo dos moléculas de agua sin formación de intermediarios tóxicos, mediante la 
vía de la reducción tetravalente, la cual está catalizada en última instancia por la 
citocromo oxidasa23: 

                                           O2 + 4 H+ + 4 e–  2 H� �� 2O                               Reacción 1  

de manera simultánea el NADH es oxidado a NAD+ (nicotinamida adenindinucleótido), 

                                O2 + 2 NADH + 2 H+  2 H� �� 2O + 2 NAD+                Reacción 2 

y se forman 6 moléculas de ATP a partir del ADP (adenosindifosfato) y Pi 
(ortofosfato)22

                                         6 ADP + 6 Pi  6 ATP + 6 H� �� 2O                       Reacción 3 

Sin embargo, entre un 0,5 y un 2 % del oxígeno escapa de esta vía y sufre una reducción 
univalente15,24. Como se ilustra en la figura 1, el oxígeno también puede ser reducido 
sucesivamente por un único electrón durante el metabolismo aeróbico normal y producir 
metabolitos reactivos del oxígeno parcialmente reducidos y altamente tóxicos, el anión 
superóxido (O2�

� ), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (�OH)24-26. El 
porcentaje en la formación de radical superóxido, es directamente proporcional a la 
cantidad de oxígeno utilizado por la mitocondria25. 

En el caso de las células hipóxicas, el predominio en los procesos de reducción de la 
cadena respiratoria, y acumulación celular de cofactores reducidos, puede aumentar la 
producción de radical superóxido por parte de los componentes del transporte 
electrónico14,27. 

Se puede producir radical hidroxilo por la interacción del radical superóxido con el 
peróxido de hidrógeno28, es lo que se conoce como reacción de Haber-Weiss29. 

                                        O2�
�  + H2O2  O� �� 2 + �OH + OH–                        Reacción 4 

OH–, ion hidróxido. 
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Aunque esta reseña bibliográfica (la 29) se ha utilizado en muchos casos para referenciar 
la reacción 4, no he encontrado en ella información específica sobre la misma. Haber y 
Weiss29 lo que publican es que el dióxido de hidrógeno o radical hidroperoxilo, la forma 
protonada del radical superóxido (reacción 9, página 13), puede reaccionar con el 
peróxido de hidrógeno, produciéndose radical hidroxilo (reacción 5), 

                                        HO2
� + H2O2  O� �� 2 + H2O + �OH                       Reacción 5 

la cual según estos autores es una de las reacciones originales de Haber-Willstätter. 
Aunque lo más correcto sería tener en consideración todo esto, a lo largo del texto 
utilizaré, al igual que la mayoría de la bibliografía consultada, la denominación de 
reacción de Haber-Weiss. 

Khan y Kasha30 proponen que el radical hidroxilo no es la única especie reactiva del 
oxígeno producida en ésta reacción, y sustituyen el oxígeno molecular por el oxígeno 
singlete (1O2). 

Se asume que la reacción de Haber-Weiss en solución acuosa, se produce a una 
velocidad demasiado lenta a bajas concentraciones de radical superóxido y peróxido de 
hidrógeno para tener una significación fisiológica, aunque termodinámicamente es 
posible31. La reacción se acelera por la presencia de metales de transición, algo que ya 
sugirieron Haber y Weiss29, particularmente el hierro que actuaría como catalizador31,32. 
Así, el radical superóxido reduce el hierro (reacción 6), el cual a su vez reduce el 
peróxido de hidrógeno para formar radical hidroxilo, es la reacción que describió Fenton 
en 1894 (reacción 7)32-34

                                              O2�
�   +  Fe3+  O� �� 2  +  Fe2+                           Reacción 6 

                                          Fe2+ + H2O2  Fe� �� 3+ + �OH + OH–                    Reacción 7 

Ya que normalmente la concentración de oxígeno es mayor que la de radical superóxido, 
esto favorece la reacción de oxidación del Fe2+ (reacción 6). Si la concentración 
intracelular de superóxido es mayor que la de oxígeno se reducirá el Fe3+ a Fe2+, 
favoreciéndose la reacción de Fenton35. 

Esta explicación ha sido criticada al considerar que otros agentes reductores, como el 
glutatión o el ácido ascórbico, presentes in vivo a mayores concentraciones que el 
superóxido, harían más probable la reducción a Fe3+ impidiendo la reacción de Fenton. 
Pero Rowley y Halliwell36 muestran que los compuestos con radicales tiol, a 
concentraciones fisiológicas no previenen la formación de radical hidroxilo proveniente 
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de radical superóxido, en presencia de sales de hierro, sin embargo sí la previenen la 
superóxido dismutasa y la catalasa. 

Koppenol37 discute que la reacción de Haber-Weiss no se da en los medios biológicos en 
presencia de superóxido dismutasa, ya que ésta reacciona a una mayor velocidad de 
reacción específica (reacción 25, página 28) con el radical superóxido, de cómo reduce 
éste último al Fe3+ (reacción 6, k* = 106 M-1 s-1). Sin embargo, en situaciones patológicas 
como la isquemia/reperfusión, en las que la formación de radical superóxido se 
incrementa, la de superóxido dismutasa se encuentra disminuida y funcionalmente 
desbordada, sí es factible que se produzca. 

Por tanto, la reacción de Haber-Weiss catalizada por el sistema ferroso-férrico (o 
cuproso-cúprico), que pueden actuar como transportador de electrones, es una manera 
factible de crear radical hidroxilo en los sistemas biológicos dada la cantidad de 
compuestos ricos en hierro31,32,34. 

Sistemas de transporte electrónico a nivel del retículo endoplasmático y la membrana 
nuclear 

Ambas membranas intracelulares contienen citocromos P450 y b5, los cuales por 
autooxidación pueden generar especies reactivas del oxígeno. La disociación de los 
complejos citocromo P450 puede formar peróxido de hidrógeno y otros productos 
intermedios peroxi. Por otro lado, pueden oxidar ácidos grasos insaturados,  
xenobióticos. 

Sin embargo, es difícil evaluar la contribución de ambas membranas en la producción de 
radical superóxido y peróxido de hidrógeno en el conjunto de la producción celular. 

Peroxisomas 

A nivel celular, los peroxisomas son un lugar importante de producción de especies 
reactivas del oxígeno debido a su alta concentración en oxidasas38. 

Membrana plasmática 

La membrana plasmática es un lugar crítico respecto a las reacciones de los radicales 
libres. Los generados extracelularmente deben atravesarla antes de reaccionar con otros 
componentes celulares, pudiendo iniciar su toxicidad en ésta. 

                                                 
* Constante de velocidad o velocidad de reacción específica. 

 



m Introducción. Procedencia de las especies reactivas del oxígeno10 

Mención aparte merece la membrana plasmática de los fagocitos, la cual es una fuente 
importante de especies reactivas del oxígeno, debido a la presencia en la misma de la 
NADPH (nicotinamida adenindinucleótido fosfato reducido) oxidasa (ver más adelante). 

Otra fuente  potencial de especies reactivas del oxígeno es el metabolismo del ácido  
araquidónico. En la formación de prostaglandinas y leucotrienos se producen interme-
diarios peroxi, hidroperóxidos, radicales hidroxilo y radical superóxido39-42.  
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Figura 1. Reducción univalente del oxígeno. Se muestran los elementos derivados de la reducción suce-
siva, por medio de un electrón, del oxígeno molecular.           es un elemento hipotético tras la reducción
del oxígeno con tres  electrones,  se  puede  considerar el precursor del óxido y el oxeno.  Modificado de
Bast y cols. 262.2pp, de Green y Hill192pp y Hassan y Fridovich151pp.

[O2 
–] 3

Figura 1. Reducción univalente del oxígeno. Se muestran las especies químicas derivadas de la 
reducción sucesiva, mediante un electrón, del oxígeno molecular. [O3

2
� ] es un elemento hipotético 

tras la reducción del oxígeno con tres electrones, se puede considerar el precursor del óxido y del 
oxeno. Modificado de Bast y cols.8, Green y Hill7 y Fridovich43. 
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La ciclooxigenasa es también capaz de metabolizar xenobióticos a especies más tóxicas. 

Otros 

Numerosos enzimas generan especies reactivas del oxígeno durante su ciclo catalítico. 
La xantina oxidasa, enzima responsable de la conversión de hipoxantina en ácido úrico, 
es una fuente importante de radical superóxido44,45, y probablemente la más estudiada. 
Su amplia distribución le confiere un importante papel en situaciones patológicas como 
la lesión por isquemia/reperfusión46-51 (figura 4, página 65). 

La aldehído oxidasa, estructuralmente similar a la xantina oxidasa, también genera 
radical superóxido. Las enzimas dihidroorotato deshidrogenasa, flavoprotein 
deshidrogenasa y la triptófano dioxigenasa, también utilizan el radical superóxido 
durante su ciclo catalítico2,14. 

Se produce radical superóxido por “accidentes químicos” (autooxidaciones), en que 
muchas moléculas del organismo reaccionan directamente con el oxígeno, por ejemplo 
en el caso de las catecolaminas, hemoglobina, mioglobina, tetrahidrofolatos, tioles, 
hidroquinonas, diversas cadenas de transporte electrónico, etc2,14,52,53. 

Las producidas por células inflamatorias54,55

Sacando provecho de su agresividad química, las especies reactivas del oxígeno han sido 
incorporadas a ciertos mecanismos defensivos para la destrucción de bacterias o agentes 
extraños56. Producidas durante la actividad fagocítica, en los procesos inflamatorios 
agudos y crónicos, son esenciales para la defensa contra la invasión microbiana57,58. 

La estimulación de los receptores de la membrana de los fagocitos por el complemento, 
endotoxinas, leucotrieno B4, inmunocomplejos y factor activador de las plaquetas, 
activan la NADPH oxidasa que se encuentra en la membrana leucocitaria, la cual reduce 
el oxígeno molecular exclusivamente, generando grandes cantidades de radical 
superóxido59-61. Este enzima cataliza la transferencia de electrones desde el NADPH 
(producto de la vía de las hexosas fosfato) al oxígeno molecular. Normalmente la 
NADPH oxidasa se encuentra en estado latente61. 

                    2 O2 + NADPH + H+  NADP������ oxidasa  NADPH � + + H+ + 2 O2�
�       Reacción 8 

Además, los leucocitos activados producen especies reactivas del oxígeno a través  del 
metabolismo de ácido araquidónico en la vía de la ciclooxigenasa41.
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En el llamado “estallido respiratorio o explosión oxidativa” (respiratory burst*) se 
producen especies reactivas del oxígeno: radical superóxido, peróxido de hidrógeno, 
ácido hipocloroso, radical hidroxilo55,59. Desgraciadamente, la formación de estas 
durante el ataque a los microorganismos, puede también dañar los tejidos del huésped. 

Fuentes exógenas de especies reactivas del oxígeno

Los secundarios a agentes antineoplásicos como los antibióticos antraciclinas y otros 
antibióticos que dependen por ejemplo de la unión con metales para su actividad. 
Muchos de los efectos quimioterápicos y efectos colaterales citotóxicos de estos 
fármacos, se han atribuido a su capacidad para reducir el oxígeno a especies reactivas 
del oxígeno. 

Los secundarios a influencias externas, tales como la irradiación de los organismos con 
radiaciones electromagnéticas (rayos X y �), particularmente la radiación ionizante, la 
cual daña los tejidos por causar fisión del enlace del agua produciendo átomos de 
hidrógeno, electrones hidratados y radicales hidroxilo. En presencia de oxígeno además 
originará radical superóxido y peróxido de hidrógeno. La luz a longitudes de onda 
determinadas puede causar fotolisis de los enlaces químicos y producir radicales libres. 
Los ultrasonidos pueden producir unos efectos semejantes62.  

Además, una amplia variedad de agentes ambientales incluyendo la hiperoxia, los 
polucionantes del aire (ozono y óxidos del nitrógeno y del azufre), algunos herbicidas e 
insecticidas, humo del tabaco, aditivos alimentarios, disolventes y el amplio grupo de los 
hidrocarburos aromáticos, etc., también pueden causar daño celular mediado por 
radicales libres. 

Estos xenobióticos o ya son un radical libre, o son convertidos por el metabolismo 
intracelular y procesos de destoxificación. 

Tipos de especies reactivas del oxígeno3,34,63-66

Como se ha comentado previamente, el término especies reactivas de oxígeno se utiliza 
para designar de modo colectivo tanto los radicales de oxígeno (superóxido, hidroxilo) 

                                                 
* Recibe este nombre porque se describió primero como un aumento súbito en el consumo de oxígeno 

pocos segundos después de la interacción de la célula con el agente estimulante. 

 



Introducción. Tipos de especies reactivas del oxígeno m 13

como las especies no radicales, que se comportan como oxidantes, particularmente el 
peróxido de hidrógeno, el oxígeno molecular "singlete"  y el ácido hipocloroso. 

Radicales libres del oxígeno 

Radical superóxido o dióxido(1–) (O2�
� )2,15,52

Aunque la denominación más correcta es la de dióxido(1–), utilizaremos a lo largo del 
texto, al igual que la mayoría de la bibliografía consultada, la denominación también 
permitida de superóxido13. 

El anión superóxido es la base conjugada de un ácido débil, el radical hidroperoxilo 
(HO2

�), con el cual se equilibra. Ya que el pKa para la reacción de disociación es 4.88, 
hay poco radical hidroperoxilo a valores fisiológicos de pH31. Sin embargo, a pH bajos 
la concentración de radical hidroperoxilo puede aumentar extraordinariamente (ej. 
tejidos isquémicos, superficie de los macrófagos activados, …)34,65.  

                                                   O2�
�   + H+    HO��� 2

�                                 Reacción 9 

Ambos pueden reaccionar produciéndose la siguiente reacción de dismutación, 
originando peróxido de hidrógeno (H2O2) y oxígeno (k* = 8 x 107 M-1 s-1)31. 

                                           O2�
�   + HO2

� + H+  H� �� 2O2 + O2                      Reacción 10 

Es el único radical a partir del cual se pueden formar la mayoría de las especies reactivas 
del oxígeno (reacciones 4, 9, 10, 11 y figura 1). Se encuentra en estado reducido por la 

ganancia de un electrón (��O _�O : 
–
 ), resultado de la reducción univalente del oxígeno 

molecular. 

Puede dismutar espontáneamente produciendo peróxido de hidrógeno y oxígeno, aunque 
esta reacción es más lenta (k � 2 x 105 M-1 s-1)64 que la dismutación observada en la 
reacción 10, probablemente debida a la repulsión electrostática31. 

                                         O2�
�   + O2�

�  + 2 H+  H� �� 2O2 + O2                       Reacción 11 

Así la dismutación es más rápida a valores de pH ácido, necesarios para protonar el 
radical superóxido más rápidamente, que a pH fisiológico. Según Fridovich2,52 a pH 7.8 

                                                 
* Constante de velocidad o velocidad de reacción específica. 
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en un medio acuoso, la dismutación espontánea se produce a velocidad constante de 8 x 
104 M-1 s-1. 

Actúa fundamentalmente como un agente reductor donando su electrón extra. También 
lo puede hacer como agente oxidante, aunque de manera más pobre, en cuyo caso es 
reducido a peróxido de hidrógeno. Su reactividad química es alta en solventes orgánicos, 
aunque es poco reactivo en soluciones acuosas, lo que le permite difundir lejos de su 
lugar de formación, reaccionando con otras estructuras dentro de la célula, 
comprometiendo el funcionalismo de la misma. El producido extracelularmente es capaz 
de entrar en las células a través de los canales aniónicos transmembrana14. Ataca a 
moléculas como el ADN, fosfolípidos de la membrana, polisacáridos, tioles y aminas. 
Aunque se piensa que la mayoría de sus efectos dañinos derivan de su capacidad para 
generar radicales altamente tóxicos como el radical hidroxilo65, también se le ha 
implicado en el inicio y en la terminación de la peroxidación lipídica67. 

Radical hidroperoxilo o dióxido de hidrógeno (HO2
�)2,52

Aunque la denominación más correcta es la de dióxido de hidrógeno, utilizaremos a lo 
largo del texto, al igual que la mayoría de la bibliografía consultada, la denominación 
también permitida de hidroperoxilo13. 

Es la forma protonada del radical superóxido, más liposoluble. Puede reaccionar 
espontáneamente con otro radical hidroperoxilo originando peróxido de hidrógeno 
(k = 8 x 105 M-1 s-1)31: 

                                            HO2
� 

HO2
�                  O2 

 H2O2                          Reacción 12 

Es un oxidante mucho más potente que el radical superóxido y su vida media es mayor. 
Tiene un papel más importante de lo que se pensaba en la lesión oxidativa y posee la 
capacidad de iniciar la peroxidación lipídica así como la oxidación de una amplia 
cantidad de compuestos biológicos21,65. Sin embargo, también ha sido implicado en las 
reacciones de terminación de la peroxidación lipidica68. 

Radical hidroxilo o monóxido de hidrógeno (�OH)

Aunque la denominación más correcta es la de monóxido de hidrógeno, utilizaremos a lo 
largo del texto, al igual que la mayoría de la bibliografía consultada, la denominación 
también permitida de hidroxilo13. 
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Estado reducido del oxígeno molecular por la ganancia de tres electrones (figura 1). Se 
genera también en las reacciones de Haber-Weiss o en la de Fenton (reacciones 4, 5 y 7, 
páginas 7 y 8). 

La radiación ionizante puede producir radical hidroxilo por la rotura del enlace covalente 
entre el oxígeno y un hidrógeno de una molécula de agua, reacción en la que también se 
generan electrones hidratados (eaq

-) y otro oxidante, el radical hidrógeno (H�)1. 

                                     H _ O _ H  Hestadios intermedios��������� � + �OH                      Reacción 13 

Otros mecanismos por los que se puede formar radical hidroxilo in vivo, independiente 
de iones metálicos, implican en un caso al ácido peroxinitroso69,70 (reacción 43, página 
49), aunque esta reacción ha sido puesta en duda37,71. Otro caso es la interacción entre el 
radical superóxido y el ácido hipocloroso (HOCl), producidos ambos por los neutrófilos 
activados35,72. 

                                          O2�
�  + HOCl  � �� �OH + O2 + Cl–                        Reacción 14 

En presencia de hierro ferroso el ácido hipocloroso también puede producir radical 
hidroxilo35. 

                                         HOCl + Fe2+  � �� �OH + Cl– + Fe3+                      Reacción 15 

Es el oxidante más potente de los sistemas biológicos, el radical libre del oxígeno más 
reactivo que se conoce. Debido a ello su capacidad de difusión es mínima, reaccionando 
allí donde se produce3,34,65. Se combina rápidamente con moléculas de su alrededor, cede 
o capta electrones, poniendo en marcha reacciones en cadena9. Su vida media es 
extremadamente corta (a 37 ºC, 1 x 10-9 segundos). El radical superóxido y el peróxido 
de hidrógeno son menos reactivos, pueden difundir ciertas distancias desde su lugar de 
formación, generando radical hidroxilo cuando se encuentran con metales de transición. 
Reacciona con todas las moléculas biológicas conocidas, y muy relevante es el daño que 
produce en el ADN en el que induce mutaciones, en los enzimas a los que inactiva, y en 
las membranas en las que desencadena la peroxidación lipídica. 

En el organismo no existen sistemas de defensa directos para neutralizar al radical 
hidroxilo. 
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Radicales secundarios a la lesión tisular 

Radical peroxilo (ROO�)

Lo más característico es su formación en la peroxidación de los ácidos grasos 
poliinsaturados (RH). (R�: radical alquilo)65,73. 

                                       �OH                            O2

                                  RH     R� + H2O     ROO�                   Reacción 16 

Relativa baja capacidad oxidante y una menor reactividad en relación con el radical 
hidroxilo, su vida media es mayor (a 37 ºC, 1 x 10-2 segundos), lo que le confiere una 
mayor capacidad de difusión en los sistemas biológicos. 

Puede captar un átomo de hidrógeno de un lípido produciendo una reacción en cadena 
(ROOH: hidroperóxido lipídico). 

                                                    ROO�

                                                RH     R� + ROOH                              Reacción 17 

Los radicales peroxilo también iniciarán la oxidación de proteínas, carbohidratos, etc. 

Radical alcoxilo (RO�)

El radical superóxido puede reaccionar con los hidroperóxidos lipídicos y formar 
radicales alcoxilo. Es por tanto, un radical orgánico. Su reactividad con los lípidos es 
intermedia entre el radical peroxilo y el hidroxilo (vida media a 37 ºC, 1 x 10-6 
segundos). 

Óxidos de nitrógeno 

En esta categoría se incluyen radicales como el óxido nítrico (NO�), al cual dedicamos 
un capítulo aparte, y el dióxido de nitrógeno (NO2

�). 

Especies reactivas de oxígeno no radicales libres 

Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

El estado reducido del oxígeno molecular por la ganancia de dos electrones da ion 
peróxido (figura 1, página 10). Éste no es un radical libre ya que no posee electrones 
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desapareados. Todo ion peróxido formado, a pH fisiológico se protonará inmediatamente 

a peróxido de hidrógeno (H :�O _�O : H),  ya que su pKa es muy alto. Muchos enzimas 
como la urato oxidasa o la glucosa oxidasa la producen por este mecanismo. La 
dismutación del radical superóxido, ya sea de manera espontánea (reacción 11, página 
13) o catalizada por la superóxido dismutasa (reacción 25, página 28), es la fuente más 
importante de peróxido de hidrógeno. La reacción no catalizada entre dos radicales 
hidroperoxilo (reacción 12, página 14), y entre los radicales superóxido e hidroperoxilo 
(reacción 10, página 13), también lo producen.  

El peróxido de hidrógeno es un oxidante y reductor débil, por ello es relativamente 
estable y poco reactivo en ausencia de iones metálicos. Por sí mismo oxida lentamente la 
mayoría de las moléculas orgánicas en un medio acuoso, esencialmente los grupos 
sulfhidrilo. No obstante, puede ser muy tóxico para las células, ya que reaccionando con 
el radical superóxido (reacción de Haber-Weiss, página 7 la reacción 4), o no (reacción 
de Fenton, página 8 la reacción 7), en presencia de iones de hierro o de cobre, que actúan 
como catalizadores, forman radicales altamente reactivos, como el radical hidroxilo33. 

El peróxido de hidrógeno es además substrato de la enzima mieloperoxidasa que cataliza 
una reacción en la cual se produce un producto altamente oxidante como el ácido 
hipocloroso (reacción 22, página 19). 

Se mezcla muy bien con el agua y es tratado por el organismo como a la misma, lo que 
le proporciona una gran capacidad de difusión, atravesando con relativa facilidad las 
membranas. La base de esto reside en su estado no ionizado y de poca carga14,64. 

Oxígeno singlete (¹O2) 

Como se ha comentado, el oxígeno molecular posee dos electrones desapareados. En su 
estado fundamental (3
g

–, 3O2) es un triplete con giros paralelos. 

El oxígeno molecular puede absorber una determinada cantidad de energía (mínimo 23 
kcal/mol), con lo que uno de sus electrones desapareados salta a un orbital de mayor 
energía e invierte su giro. Aunque esto no lo convierte en un radical, es una forma 
reactiva del oxígeno en la que se ha eliminado la restricción cinética que supone tener 
dos electrones desapareados con giros paralelos, incrementándose su capacidad 
oxidante. Es lo que se denomina oxígeno singlete, del que existen dos formas. El más 
importante en biología es la forma delta (1�g) la cual tiene dos electrones apareados 
ocupando el mismo orbital, con el otro orbital vacío: 
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                                                               �  ��O   _�O   �  �     �������           energía          � O   _�O   �  ��                    Reacción 18 

                                              oxígeno molecular                            forma 1�g de oxígeno singlete 

La energía necesaria para que se produzca la reacción anterior la puede aportar la misma 
luz visible. 

Una fuente importante de oxígeno singlete son las reacciones de fotosensibilización tipo 
II. Además, su génesis en los sistemas biológicos puede estar mediada por varias 
reacciones enzimáticas y durante la peroxidación lipídica74. 

Khan y Kasha30 además de presentarlo como producto resultante de la reacción de 
Haber-Weiss, proponen su formación en una reacción de transferencia electrónica entre 
los radicales hidroxilo y superóxido 

                                               �OH + O2�
�     ��� ¹O2 + OH–                            Reacción 19 

y en una reacción de dismutación del radical superóxido 

                                             2 H+ + 2 O2�
�     ��� ¹O2 + H2O2                         Reacción 20 

La interacción entre el peróxido de hidrógeno y el hipoclorito (producidos ambos en 
grandes cantidades por los neutrófilos activados), también puede producir oxígeno 
singlete: 

                                          H2O2 + OCl–    H��� 2O + Cl– + ¹O2                    Reacción 21 

Aunque en condiciones fisiológicas esta reacción parece ser cuantitativamente poco 
importante54. 

Es un poderoso agente oxidante, muy reactivo. Su vida media a 37 ºC es de 1 x 10-6 
segundos. El ADN es uno de los principales lugares donde actúa74. También se ha 
implicado en la peroxidación lipídica21,75. 

Ácido hipocloroso (HOCl)54,59

Un mecanismo defensivo utilizado por los neutrófilos, pero no por los macrófagos, es la 
producción de ácido hipocloroso. La activación de los neutrófilos libera de sus gránulos 
citoplasmáticos la enzima mieloperoxidasa al medio extracelular, donde cataliza 
fundamentalmente la oxidación de iones cloro por el peróxido de hidrógeno (formado 
por la dismutación del radical superóxido generado por la NADPH oxidasa que se 
encuentra en la membrana de los neutrófilos59-61) a ácido hipocloroso (HOCl).
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                                   H2O2 + Cl– + H+  HOCl + Hmieloperoxidasa������ 2O              Reacción 22 

El ácido hipocloroso es un agente antibacteriano muy potente. Actúa a bajas 
concentraciones dañando las proteínas de membrana (al oxidar sus grupos sulfhidrilo) e 
impidiendo su función, mientras que a altas concentraciones las células sufren lisis por 
daño oxidativo generalizado (potenciales dianas son las aminas, aminoácidos, tioles, 
nucleótidos, hemoproteínas, ...). También puede producir una modificación oxidativa de 
la superóxido dismutasa, perdiendo ésta su actividad76. 

Reacciona especialmente rápido con ciertas aminas primarias para producir N-clorami-
nas (RNHCl). Son potentes oxidantes, aunque menos tóxicas que el ácido hipocloroso, 
varía en función de su lipofilia. 

                                        RNH2 + HOCl  RNHCl + H��� 2O                       Reacción 23 

El ácido hipocloroso actuando en los dobles enlaces de ácidos grasos formará 
clorohidrinas77. 

 

                                                                                                                           Reacción 24 
C = C C = C  +  HOCl

OH Cl
 

Acciones de las especies reactivas del oxígeno16,21,78-80

Hace cinco o seis décadas, se creía que los radicales libres eran tan reactivos y tan poco 
selectivos, que no podían estar implicados en los procesos bioquímicos normales. En 
esos tiempos, las publicaciones sobre la biología del radical libre casi siempre se 
limitaron a situaciones patológicas en las que se producían altas concentraciones de 
radicales tras la exposición a agentes externos, tales como la radiación de alta energía o 
sustancias tóxicas.  

Sin embargo, hoy sabemos que no todas las acciones de los oxidantes tienen 
consecuencias perniciosas, y no todas las acciones de los antioxidantes tienen 
consecuencias beneficiosas. Vivimos en un mundo basado en reacciones redox, donde la 
oxidación y la reducción forman la base de nuestra capacidad de alimentar las reacciones 
de las que depende nuestra vida. Debido a que nuestras células están repletas de 
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sustancias reductoras y oxidantes, debemos minimizar reacciones no deseadas mediante 
barreras cinéticas o compartimentación física. En caso de enfermedad o lesión celular, se 
pueden violar estas barreras81. 

El oxígeno es la “fuente de la vida evolucionada” y, paradójicamente, también es un 
agente lesivo de gran importancia por ser la fuente más abundante de especies reactivas. 
Por lo tanto, las especies reactivas del oxígeno tienen una doble acción en los 
organismos vivos: 

1) Beneficiosa. Participando en la defensa frente a las infecciones56,58,59, fagocitosis e 
inflamación, generando potentes quimiotácticos y activadores de los neutrófilos, 
formando parte del metabolismo normal, particularmente en la respiración mitocondrial, 
destoxificación microsomal (inducción enzimática de muchos fármacos como los 
barbitúricos, etc.), regulación del tono del músculo liso, síntesis de eicosanoides, 
regulación de la permeabilidad y tono vascular, etc. 

Las especies reactivas del oxígeno son moléculas que se producen con gran rapidez, muy 
reactivas, y tienen una vida muy corta (de nanosegundos a segundos) con un radio de 
difusión muy pequeño (de ángstroms a micras). Están bien preparados para desempeñar 
el papel de segundos mensajeros en los sistemas rápidos de señalización celular que no 
requieren la síntesis de proteínas. Se sabe que las especies reactivas del oxígeno actúan 
como moléculas transmisoras de señales en varios tipos celulares, participando y 
modificando eventos fisiológicos relacionados con la unión ligando � receptor y 
activación transcripcional. Regulan o participan en el crecimiento, apoptosis, y en la 
respuesta adaptativa a la lesión o el estrés51. 

2) Dañina. Producidos en exceso lesionan estructuras y ocasionan daño tisular.  

Las especies reactivas del oxígeno se hallan a muy baja concentración en los seres vivos, 
y son tan inestables que apenas existen como tales durante poquísimo tiempo. Ya se ha 
comentado que su radio de acción es muy reducido, y a no ser que tengan una gran 
capacidad de difusión, acostumbran a agredir a las moléculas que tienen a su alrededor, 
al ser éstas las primeras con las que entran en contacto. Por ello las lesiones que 
producen las especies reactivas del oxígeno tienden a compartimentarse. Pero, aunque 
estas inicialmente producen únicamente efectos locales, las especies reactivas 
secundarias a ellas y a la degradación de productos producidos en las reacciones en las 
que se encuentran implicados, pueden tener efectos distantes al lugar donde se formaron. 

Los mecanismos por los que las especies reactivas del oxígeno producen lesión celular 
son complejos. Por su avidez en aceptar electrones, pueden actuar sobre cualquier 
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molécula: ácidos nucleicos, proteínas (incluidos todos los enzimas), fosfolípidos (sobre 
todo los poliinsaturados presentes en las membranas de las células) y los carbohidratos. 
La reacción inicial genera un segundo radical, el cual puede entonces reaccionar con 
otras moléculas provocando reacciones en cadena. Debido a que éstas son reacciones 
químicas espontáneas, las leyes de la termodinámica exigen que la ganancia energética 
al formarse un nuevo enlace molecular, ha de ser mayor que la energía de disociación 
del antiguo enlace (el radical que se ha formado ha de ser más estable que el antiguo). 
Una consecuencia de la formación de radicales más y más estables es que la progresión 
de la reacción en cadena se orienta cada vez más a enlaces “susceptibles”, que requieran 
poca energía para ser disociados. Esto quiere decir que las especies reactivas del oxígeno 
tienen preferencia por producir alteraciones en unas determinadas moléculas. 

La interacción de las especies reactivas del oxígeno con estas moléculas producirá una 
modificación estructural, que se traducirá en última instancia en una alteración 
funcional, como alteraciones en la defensa tisular, o en la interacciones entre las células, 
inactivación de factores metabólicos esenciales como las pirimidinas (NADPH, NADH), 
etc. 

Lo malo no es que se generen especies reactivas en el organismo, fenómeno que ocurre 
constantemente en situaciones normales, sino que exista un desequilibrio entre su 
producción y su eliminación, que es lo que determina que aparezca o no enfermedad. A 
este efecto que producen las especies reactivas del oxígeno en los organismos vivos se 
ha denominado estrés oxidativo y no depende sólo de la agresividad química, sino 
también de la cantidad de éstos y del tiempo de exposición, así como del tipo de tejido 
que sufra el efecto, y de la eficacia de las defensas antioxidantes disponibles. Por tanto, 
para mantener la homeostasis se requiere una regeneración continua de la capacidad 
antioxidante. 

Se pueden lesionar diversos tipos de estructuras diana, lo cual depende de la naturaleza 
del agente reactivo y de su lugar de generación. Como se apuntó previamente, una de las 
características de las especies reactivas del oxígeno es la tendencia a generar reacciones 
en cadena, o sea la lesión de unas moléculas puede originar la de otras, lo cual da como 
resultado una ampliación en el efecto lesivo final. 

Acciones sobre los lípidos3,34,66

Los lípidos de las membranas celulares contienen grandes cantidades de ácidos grasos 
poliinsaturados, ricos en grupos alquilo y cicloalquilo, los cuales son susceptibles de 
sufrir lesión oxidativa, durante la cual se pueden distinguir 3 fases: inicio, propagación y 
terminación. 
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Las especies reactivas del oxígeno derivadas de la xantina oxidasa pueden iniciar la 
peroxidación lipídica: el radical superóxido y peróxido de hidrógeno, y especies 
derivadas de los anteriores, oxígeno singlete, radicales hidroperoxilo e hidroxilo21,75. Al 
radical superóxido e hidroperoxilo se les ha implicado tanto en el inicio, como en la 
terminación67,68. 

El proceso se inicia cuando una especie reactiva del oxígeno con suficiente reactividad, 
capta un átomo de hidrógeno de un grupo metileno, dejando un electrón desapareado en 
un carbono de las cadenas laterales de los fosfolípidos de las membranas, las cuales se 
fragmentan justamente por el carbono que se ha transformado en radical libre. Con ello 
las estructuras fosfolipídicas de las membranas se desorganizan y destruyen, afectando 
además de a la pared celular, las membranas citosólicas (mitocondrias, núcleo, etc.), con 
la consiguiente pérdida de su funcionamiento y eventual ruptura, liberándose el 
contenido de las organelas y de la misma célula. La liberación de enzimas lisosómicos 
puede además potenciar en daño celular inducido por las especies reactivas del oxígeno. 

Durante la propagación, una serie de reacciones en cadena van produciendo sustancias 
tóxicas, que por sí mismas pueden capturar un átomo de hidrógeno de un ácido graso 
como el radical alcoxilo, radical peroxilo y productos 
, � aldehídos insaturados, como 
el malondialdehído, y el citotóxico y mutagénico 4-hidroxinonenal, principal producto 
de la peroxidación lipídica (provenientes de los hidroperóxidos lipídicos formados en la 
reducción de los radicales peroxilo, junto con los gases hidrocarburos etano y pentano), 
el cual a su vez puede lesionar por su tendencia a reaccionar con grupos sulfhidrilo las 
proteínas de membrana, inactivando receptores, transportadores y enzimas (ver más 
adelante)82,83. Un exceso de hidroperóxidos, por sí mismo ya interfiere en el 
funcionalismo de la membrana. 

La presencia de metales de transición como el hierro o el cobre pueden catalizar la 
formación de compuestos iniciadores y acelerar la peroxidación lipídica. También se ha 
sugerido que durante la degradación de los compuestos derivados de la peroxidación 
lipídica se forma oxígeno singlete, el cual puede contribuir a la reacción en cadena. 

Estas reacciones de propagación pueden continuar indefinidamente o pueden terminar 
por la intervención de un grupo de sustancias eliminadoras de radicales libres, algunas 
de las cuales son esenciales para la integridad celular, y pueden caer bajo la categoría 
general de defensas antioxidantes. Otros como el radical hidroperoxilo son radicales 
libres68. 
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Acciones sobre las proteínas84-88

La susceptibilidad de las proteínas a la acción de las especies reactivas del oxígeno 
depende de los aminoácidos que la componen, la importancia y localización de los 
aminoácidos susceptibles que median la conformación y actividad de la proteína, y si el 
daño puede ser reparado. La localización celular de la proteína y la naturaleza de la 
amenaza también influye en la magnitud del daño. 

Los aminoácidos, péptidos y moléculas de proteína, son susceptibles de sufrir el ataque 
de las especies reactivas del oxígeno oxidando sus grupos sulfhidrilo. Además de la 
alteración de las cadenas laterales de los aminoácidos, pueden producirse una serie de 
cambios físicos como la fragmentación de las cadenas polipeptídicas, agregación de las 
proteínas mediante enlaces cruzados (cross linking) covalente y no covalentemente a 
nivel tanto intra como intermolecular, y alteración de su conformación espacial que las 
hace muy susceptibles a la degradación proteolítica. Estos procesos oxidativos pueden 
estar catalizados por metales de transición. Además, la reacción de las especies reactivas 
del oxígeno con las proteínas también puede generar derivados que amplificarían el daño 
de la reacción inicial. 

Los mecanismos de reparación directa son limitados. Como consecuencia de todo ello se 
produce una alteración de su funcionalismo.  

Acciones sobre los hidratos de carbono

La producción de ATP está afectada en las dos rutas: glucolítica y oxidativa89. Además 
la autooxidación de la glucosa puede generar radicales libres. Paralelamente la glucosa 
se puede unir a las proteínas en el grupo amino terminal iniciando la glicación de las 
mismas dando productos altamente reactivos (productos de Amadori, de Maillard,...)90. 

Tanto la autooxidación como la glicación de proteínas son reacciones extremadamente 
lentas (requieren días o semanas) y son responsables en gran medida de las interacciones 
glucosa � proteína, interacciones muy importantes pues la formación y destoxificación 
de las especies reactivas del oxígeno están moduladas por enzimas (superóxido dismutasa, 
catalasa, ...), disminuyendo la acción de éstas y exagerando los efectos de aquellas. 

Acciones sobre el ADN74,89,91

Las especies reactivas del oxígeno, por adición o abstracción, pueden producir 
alteraciones estructurales en el ADN, como la rotura de una o de las dos hebras y la 
alteración de las bases que la componen, produciendo la muerte celular y mutaciones. El 
peróxido de hidrógeno por su gran capacidad de difusión accedería al ADN, dañándolo 
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directa o indirectamente a través de la formación de radical hidroxilo vía reacción de 
Fenton. En particular, el radical hidroxilo es capaz de fijarse con extraordinaria avidez 
sobre todo a la timina y la citosina, alterando su estructura y rompiendo las hebras de 
ADN. De una manera más específica lo hace el oxígeno singlete fijándose sobre los 
residuos de guanina produciendo el elemento mutagénico 8-hidroxiguanina. Esto 
conlleva una replicación defectuosa. 

 

Resumiendo, los radicales libres per se y los productos de lipoperoxidación lipídica, por 
medio de enlaces cruzados (cross linking) desnaturalizan lípidos, proteínas, azúcares y 
ácidos nucleicos, causando pérdida de su función. 

Todos los componentes celulares son capaces de reaccionar con las especies reactivas 
del oxígeno. La modificación química de estas moléculas produce alteraciones 
metabólicas y estructurales de las células, a las cuales en última instancia causan la 
muerte. Sin pretender ser exhaustiva, la siguiente tabla muestra algunas de las 
consecuencias derivadas de la acción nociva de las especies reactivas del oxígeno. 

 
Tabla 1  

Componente atacado Consecuencia 

“Pequeñas moléculas”  
Aminoácidos Desnaturalización de las proteínas y enlaces cruzados 

(cross linking), inhibición enzimática. 
 Bases del ácido nucleico Cambios en el ciclo celular, mutaciones. 
 Carbohidratos Cambios en los receptores de la superficie celular. 
 Lípidos insaturados Oxidación del colesterol y ácidos grasos. 

Enlaces cruzados. 
Cambios en la permeabilidad de las membranas de las 
organelas y de la célula. 

 Cofactores Disminución en la disponibilidad y actividad de la 
nicotinamida y cofactores que contienen flavina. 

 Neurotransmisores Disminución en la disponibilidad y actividad de 
neurotransmisores como serotonina y epinefrina. 

 Antioxidantes Disminución en la disponibilidad, como el �-toco-
ferol y el �-caroteno. 

Macromoléculas  
 Proteínas Escisión de las cadenas peptídicas, desnaturalización. 
 ADN Escisión de las hebras, modificaciones en las bases. 
 Ácido hialurónico Cambios en la viscosidad del líquido sinovial. 

Freeman y Crapo14
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Debido al potencial dañino de las especies reactivas del oxígeno, las células dependen de 
unos elaborados mecanismos defensivos, descritos en el siguiente capítulo, que las 
metabolicen rápidamente previniendo una lesión significativa. 

Sistema defensivo antioxidante8,9,11,18,64,66,92-97

Una gran cantidad de especies vivas dependen del oxígeno molecular, sin embargo todos 
los tipos celulares son susceptibles a su toxicidad, la cual está relacionada con las 
especies reactivas del oxígeno. Por todo ello, es obvio que la primera y mejor defensa es 
evitar la generación de las mismas. Por ejemplo, la mayor parte del oxígeno que se 
consume en la respiración celular lo utiliza el sistema de la citocromo oxidasa, el cual 
lleva a cabo una reducción tetravalente del mismo hasta agua sin producir intermediarios 
reactivos23 (reacción 1, página 7). 

Sin embargo, las especies reactivas del oxígeno se producen continuamente como 
productos metabólicos en prácticamente todos los tejidos de los organismos aeróbicos en 
unas cantidades relativamente pequeñas, y presumiblemente en mayor cantidad en un 
gran número de situaciones patológicas9,11,18,73,91,98-103,. Sin una adecuada protección, las 
células y los tejidos sufrirían continuamente un daño oxidativo significativo. 

A menudo el término eliminador (scavenger) y antioxidante se utilizan como sinónimos 
de manera incorrecta, para describir sustancias que descompondrán o inactivarán 
radicales libres y oxidantes. De hecho el término antioxidante es una amplia descripción 
de numerosas sustancias de las cuales los eliminadores representan sólo una categoría. 

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, cuando está presente a 
concentraciones bajas en comparación con las del substrato oxidable, retrasa o previene 
significativamente la oxidación de dicho substrato66,92. El término "substrato oxidable" 
incluye casi todo lo que se encuentra en las células vivas, como proteínas, lípidos, 
carbohidratos, ADN, etc. Cada antioxidante actúa de una manera diferente. 

Un eliminador de radicales libres, es una sustancia que donará un electrón a un radical 
libre inactivándolo, de esta interacción surgirá una especie radical del eliminador, la cual 
generalmente tiene poca reactividad y por lo tanto es poco dañina. Sin embargo, la 
interacción de algunos eliminadores con radicales libres producirá especies radicales 
bastante reactivas que pueden inactivar enzimas y promover la lesión oxidativa92. 
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Se ha desarrollado un importante sistema defensivo antioxidante, de prevención en la 
generación, intercepción una vez formados y reparación del daño oxidativo o 
eliminación de las moléculas dañadas; formado por eliminadores y neutralizadores no 
enzimáticos, así como sistemas enzimáticos. Las especies reactivas del oxígeno se 
pueden producir tanto en los medios acuosos como lipídicos, y para minimizar sus 
efectos dañinos existen antioxidantes hidro y liposolubles. El que existan tantos sistemas 
antioxidantes intra y extracelulares, y el que estén tan distribuidos en los seres vivos 
refleja la enorme importancia de estar a salvo de la oxidación. La regulación de la 
producción de antioxidantes biológicos está en última instancia bajo control genético, 
aunque parece que los fenómenos adaptativos (a influencias ambientales) también 
pueden ser importantes. 

Las especies reactivas del oxígeno pueden ser eliminadas mediante sistemas enzimáticos 
y un sistema no enzimático de pequeñas moléculas. Es lo que se ha denominado 
defensas primarias contra el daño oxidativo. Como regla general la mayor 
concentración de antioxidantes enzimáticos es intracelular, mientras que la mayor 
concentración de la mayoría de los antioxidantes no enzimáticos se encuentra en el 
líquido extracelular. A su vez, los niveles de tanto un tipo de antioxidantes como del 
otro, varían extraordinariamente de un tejido a otro. Ya que las defensas antioxidantes 
no pueden ser completamente efectivas en todo momento, se ha desarrollado un sistema 
de enzimas reparadores que se encarga de eliminar las moléculas dañadas por las 
especies reactivas del oxígeno. Es lo que se ha denominado defensas secundarias contra 
el daño oxidativo. De manera que todo ello en su conjunto constituye un sistema 
perfectamente integrado que contrarresta el estrés oxidativo provocado por las especies 
reactivas del oxígeno. 

Defensas primarias

Antioxidantes enzimáticos 

A grandes rasgos se caracterizan por utilizar iones metálicos (hierro, cobre, zinc, 
manganeso y selenio) como elementos catalíticos esenciales. 

Superóxido dismutasa (SOD) 

El conocimiento de la producción biológica de radical superóxido, y por ende la 
existencia de la superóxido dismutasa, data de más de tres décadas44,104. 

La ubicuidad de este enzima en los organismos aeróbicos sugiere que constituye una 
importante defensa frente a la toxicidad del oxígeno. Sin embargo, aunque uno esperaría 
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encontrar superóxido dismutasa en todos los organismos que toleran el oxígeno, se han 
encontrado algunas excepciones (Lactobacillus plantarum, Micoplasma pneumoniae, y 
una difundida cepa de Neisseria) a las que les falta este enzima52. Por el contrario se 
halla en algunos anaerobios que lo toleran y en otros que no43. 

Existen diferentes isoformas de esta metaloenzima, diferenciándose en su estructura y 
según contenga uno u otro ion metálico en su centro activo, separándose en dos clases 
filogenéticas dependiendo de la similitud en la secuencia de aminoácidos, pero todas 
ellas catalizan la misma reacción química (reacción 25) con una eficacia comparable43,52. 
Incluye enzimas localizadas en organelas, compartimentos subcelulares, y en pequeñas 
cantidades en líquidos extracelulares. 

Excluyendo algunas excepciones2,52, las diferentes superóxido dismutasas se distribuyen 
en las células eucariotas. La Cu,Zn-SOD de origen eucariota, aunque habitualmente se la 
describe como un enzima citoplasmático, también se ha localizado en el espacio 
intermembrana en la mitocondria105, en el núcleo, lisosomas y en los peroxisomas38; y la 
Mn-SOD de origen procariota, si bien se localiza esencialmente en la matriz 
mitocondrial, también se encuentra en el citosol, donde según Weisiger y Fridovich105 
tiene lugar su biosíntesis, siendo entonces transportada de alguna manera al interior de la 
mitocondria. La Cu,Zn-SOD se distribuye principalmente en los tejidos con gran 
actividad metabólica (hígado, riñón,...), y la Mn-SOD en aquellos que el proceso 
respiratorio es alto (hígado, riñón y miocardio). Es un patrón de distribución bastante 
constante entre los mamíferos106. Existe otro tipo de superóxido dismutasa, 
estrechamente relacionada con la Mn-SOD que contiene hierro (Fe-SOD), de origen 
procariota, pero que sólo se encuentra en algunas especies de bacterias y plantas, junto o 
no, con la Mn-SOD2,43,52. Otra es la superóxido dismutasa extracelular (EC-SOD), que 
también posee cobre y zinc, pero es muy diferente a la forma intracelular107. Se secreta 
al plasma y líquido intersticial, donde es de lejos el isoenzima predominante. Sin 
embargo, de manera general a nivel tisular su presencia es menor aunque hay grandes 
diferencias entre especies108. A diferencia de la Cu,Zn-SOD y la Mn-SOD, ésta muestra 
un patrón de distribución diferente, el cual no está relacionado con la actividad 
metabólica de los tejidos106. En los mamíferos el 90-99 % de la EC-SOD se localiza en 
los tejidos, unida probablemente en su mayor parte a los proteoglicanos heparán sulfato 
en la superficie celular (principalmente del endotelio), en la membrana basal y en la 
matriz del tejido conectivo, lo cual determina la distribución y retención del enzima in
vivo. Sin embargo, en algunos casos, puede almacenarse intracelularmente en vesículas 
secretoras, sin tenerse la certeza que contribuya en la protección contra el radical 
superóxido107,109. 
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Por tanto, el ámbito de actuación de la superóxido dismutasa es muy amplio, puede 
hacerlo a nivel extracelular, pero fundamentalmente lo hace en el intracelular en la 
mitocondria y compartimentos citosólicos. 

La regulación de la producción es sensible tanto a la cantidad de oxígeno tisular, como a 
la producción de radical superóxido intracelular. Se ha demostrado en ratas una mayor 
síntesis bajo tensiones altas de oxígeno26,28,43,52,64,110. 

Su función fue descrita por primera vez por McCord y Fridovich en 1969104. Cataliza 
una reacción de dismutación que consiste en la oxidación de un radical superóxido a 
oxígeno molecular y la reducción de otro radical superóxido a peróxido de hidrógeno: 

                                 2 O2�
�  + 2 H+  H������ dismutasa superóxido �

                                                

2O2 + O2                    Reacción 25 

Puede producirse espontáneamente a pH 7,4 y a una k* � 2 x 105 M-1 s-1 (reacción 11, 
página 13), en cuyo caso se trata de una reacción de segundo orden dependiente de la 
concentración de radical superóxido2,52, o ser acelerada aproximadamente 10.000 veces 
(k = 2,3 x 109 M-1 s-1) por la acción de la superóxido dismutasa2,111,112, siendo esta última 
una reacción de primer orden, por lo que la vida media del radical superóxido es 
independiente de su concentración2,52. 

La dismutación espontánea entre dos aniones superóxido probablemente es tan lenta, 
porque la repulsión electrostática previene el acercamiento que permitiría la 
transferencia electrónica. Por lo tanto, el sencillo mecanismo por catálisis de la reacción 
25 implicaría alternar la reducción y oxidación del catalizador (superóxido dismutasa) 
durante los sucesivos encuentros con el radical superóxido. El catalizador de ese modo 
lograría transferir un electrón de un radical superóxido a otro sin la necesidad del 
acercamiento de ambos aniones. En el caso de la Cu,Zn-SOD, el cobre es el que 
participa en el ciclo catalítico, y fluctúa entre el estado cúprico y cuproso, mientras el 
zinc parece tener sólo una función estructural. Los estados trivalente y divalente de los 
metales son los implicados en el ciclo catalítico de la Mn-SOD y la Fe-SOD2. 

Por consiguiente, actúa protegiendo contra la toxicidad del radical superóxido, 
disminuyéndola o eliminándola, ya sea ésta directa o derivada de la interacción con otras 
especies reactivas del oxígeno43,52. Se ha descrito además una actividad peroxidasa de la 
Cu,Zn-SOD113, que puede tener efectos perniciosos para las células por catalizar la 
formación de radicales libres usando eliminadores aniónicos y peróxido de hidrógeno 
como substratos114. 

 
* Constante de velocidad o velocidad de reacción específica. 
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Debido a la rápida eliminación de radical superóxido, la superóxido dismutasa previene 
la producción de radical hidroxilo, reacciones 4, 41 y 43. Sin embargo, Yim y cols.115 
muestran que a diferencia de la Mn-SOD, la Cu,Zn-SOD puede generar radical hidroxilo 
desde peróxido de hidrógeno. 

La producción excesiva de superóxido dismutasa puede en ocasiones ser 
perjudicial67,68,115-117. 

Catalasa

La producción biológica de peróxido de hidrógeno y la existencia de catalasas y 
peroxidasas se conoce desde hace más de 120 años2. La catalasa es un enzima que 
contiene hierro (grupo prostético hemo). Cataliza la transformación del peróxido de 
hidrógeno en agua y oxígeno molecular: 

                                              2 H2O2  2 Hcatalasa� ��� 2O + O2                            Reacción 26 

Actúa sobre todo cuando las concentraciones de peróxido de hidrógeno son altas28. Se 
distribuye ampliamente por los tejidos, localizándose fundamentalmente en los 
peroxisomas, aunque también se ha descrito su presencia en la mitocondria del corazón, 
pero no en la de otros tejidos incluido el músculo esquelético26. Su actividad varía no tan 
sólo según el órgano estudiado, sino en la misma célula. 

Algunas células estimulan la producción de catalasa ante incrementos en la producción 
de peróxido de hidrógeno. 

Como en el caso de la superóxido dismutasa la vida media de la catalasa también es 
corta, y al igual que la anterior debe producirse continuamente. Su actividad en el medio 
extracelular es insignificante. 

Peroxidasa 

Al igual que la catalasa también puede contener hierro. Reducen el peróxido de 
hidrógeno a agua, y utilizan una gran variedad de donadores de electrones para tal 
propósito. 

                                         RH2 + H2O2  R + 2 H��� ��peroxidasa
2O                        Reacción 27 
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Ciclo redox del glutatión 

Las glutatión peroxidasas son más importantes que la catalasa para eliminar el peróxido 
de hidrógeno en el ser humano, ya que actúan ante niveles bajos de éste. La glutatión 
peroxidasa cataliza la reducción del peróxido de hidrógeno y de los hidroperóxidos 
lipídicos a agua en el primer caso, y alcoholes estables y agua en el segundo, mediante la 
oxidación del glutatión reducido (GSH) a glutatión oxidado (GSSG) 

                                2 GSH + H2O2  GSSG + 2 H������ peroxidasaglutatión �

�

�

�

2O             Reacción 28 

y 

                          ROOH + 2 GSH  ROH +GSSG + H������ peroxidasaglutatión 
2O       Reacción 29  

Hay dos tipos de glutatión peroxidasa, una que contiene selenio y otra que no lo posee, 
catalizan ambas reacciones aunque con diferente especificidad. La que contiene selenio 
reduce tanto el peróxido de hidrógeno como los hidroperóxidos orgánicos. La glutatión 
peroxidasa que no contiene selenio utiliza sobre todo los hidroperóxidos como substrato. 

Las poseen la mayoría de especies aerobias. A nivel intracelular se localizan en el citosol 
y en la matriz mitocondrial. 

La reacción de reducción del GSH, catalizada por la glutatión reductasa (GSSG 
reductasa) se encarga de regenerar el GSH consumido, y es clave en la defensa 
antioxidante. 

                       GSSG + NADPH + H+  2 GSH + NADP������ reductasaglutatión +       Reacción 30 

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD) cataliza la regeneración del NADP+, en 
la vía de las pentosas fosfato. 

    G-6-PD + NADP+  gluconato 6-P + NADPH + H�������� nasadeshidroge-P-6 glucosa +   Reacción 31  

Las glutatión S-transferasas constituyen un conjunto de enzimas que participan en la 
neutralización de radicales libres y utilizan como cofactor al GSH. 

 

Estos tres sistemas enzimáticos (superóxido dismutasas, catalasa y peroxidasas) se 
protegen entre sí cuando se produce radical superóxido y/o peróxido de hidrógeno. 
Tienen por ello una acción sinérgica. 
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El radical superóxido inactiva la catalasa, a la que transforma accediendo al hierro, al 
estado poco activo ferroxi, y por convertir el compuesto intermedio preferril al estado 
relativamente inactivo ferril. A su vez, las peroxidasas que poseen hierro, también son 
inhibidas por conversión del mismo a la forma ferroxi. Por lo tanto la superóxido 
dismutasa protege a la catalasa y a la peroxidasa contra su inactivación118. 

Al mismo tiempo, el peróxido de hidrógeno puede inactivar a la superóxido 
dismutasa119, acción prevenida por las catalasas y peroxidasas. 

Como se ha apuntado anteriormente la Cu,Zn-SOD puede generar radical hidroxilo 
desde peróxido de hidrógeno115, lo cual se favorecerá por un incremento en los niveles 
de superóxido dismutasa o una disminución en la de catalasa y peroxidasas. Por tanto es 
esencial que las células posean unos niveles equilibrados entre los tres enzimas, 
constituyendo un equipo defensivo al respaldarse mutuamente14,52,118,119. 

Antioxidantes no enzimáticos 

Se pueden subclasificar en antioxidantes hidrofílicos y lipofílicos, lo cual permite 
proteger a todos los compartimentos del organismo. Hay interrelaciones importantes 
entre estos dos sistemas. 


-tocoferol120

El 
-tocoferol es el antioxidante liposoluble más efectivo e importante. Su 
concentración en los tejidos es más bien baja121. Se encuentra en las diversas membranas 
celulares, lipoproteínas plasmáticas y fluidos extracelulares como el alveolar. Actúa 
interrumpiendo las reacciones en cadena de autooxidación, al transformarse en un 
radical estable (no reactivo), neutralizando los radicales peroxilo y alcoxilo. 

El átomo de hidrógeno del grupo hidroxílico fenólico del 
-tocoferol es fácilmente 
eliminable. De este modo, los radicales peroxilo y alcoxilo formados durante la 
peroxidación lipídica, se combinan con el 
-tocoferol en lugar de con otro ácido graso  

                        
-tocoferol-OH + ROO�  
-tocoferol-O� �� � + ROOH         Reacción 32 

generando un hidroperóxido orgánico y el radical tocoferol (
-tocoferol�), el cual es 
bastante estable y muy poco reactivo, por lo que se corta la reacción en cadena. 

Sin embargo el 
-tocoferol debe su potencia antioxidante no sólo a sus propiedades 
químicas, sino también a su movilidad y accesibilidad dentro de la membrana. 
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Aunque el 
-tocoferol es un antioxidante liposoluble, el grupo hidroxi de su núcleo está 
expuesto a la fase acuosa. Por lo tanto, es posible la interacción entre las especies 
reactivas del oxígeno y el 
-tocoferol. 

El  radical  tocoferol  puede  emigrar  a  la  superficie  de  la  membrana  y  reconvertirse 
en  
-tocoferol reaccionando con el ácido ascórbico122. Tanto el ácido ascórbico como el 

-tocoferol parecen reducir al mínimo los efectos de la peroxidación lipídica en las 
lipoproteínas y en las membranas, si el proceso ha comenzado. Los tioles, como el 
glutatión reducido (GSH), también pueden reaccionar con los radicales tocoferol y 
regenerarlos a tocoferol, y de forma inversa, los tocoferoles también pueden reparar los 
radicales tiol. Otro modo de regeneración se describe más adelante en la página 35 
(reacción 36) al comentar las ubiquinonas. 

En contraposición, una alta concentración de vitamina E puede generar radicales libres 
actuando como prooxidante: 

                         ROOH + 
-tocoferol  
-tocoferol� �� � + RO� + H2O          Reacción 33 

Ácido ascórbico (Vitamina C) 

Vitamina hidrosoluble que se encuentra ampliamente distribuida en los fluidos intra y 
extracelulares. Entre sus muchas acciones antioxidantes descritas, destaca que actúa 
como un agente reductor u oxidante, reacciona directamente con los radicales 
superóxido, hidroperóxido, hidroxilo, diversos hidroperóxidos lipídicos, oxígeno 
singlete  y  ácido  hipocloroso.  Interactúa  con  el  radical  tocoferol  para  reconvertirlo  
a 
-tocoferol122. 

El radical deshidroascorbato (vitamina C�) es poco reactivo y en consecuencia en él 
suelen acabar las reacciones en cadena. Por disprotonación se produce vitamina C y 
deshidroascorbato (DHA) 

                                  2 vitamina C� + 2H+  vitamina C + DHA              Reacción 34 � ��

Además, bajo ciertas condiciones el radical deshidroascorbato puede ser reducido 
enzimáticamente por el sistema dependiente del NADPH (NADH reductasa)122. 

Paradójicamente la vitamina C también posee propiedades prooxidantes. Durante la 
oxidación de ésta se forma peróxido de hidrógeno: 

                                        vitamina C + O2  DHA + H� �� 2O2                       Reacción 35 
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Cantidades excesivas de vitamina C también pueden actuar como prooxidante en 
presencia de metales de transición (hierro, cobre,…), induciendo a la peroxidación 
lipídica por su capacidad en reducir el Fe3+ a Fe2+, el cual es un potente inductor de la 
formación de radicales libres. 

Las propiedades antioxidantes del ácido ascórbico predominarán en condiciones 
normales debido al efecto secuestro (ej. almacenamiento por parte de la ferritina) de los 
iones metálicos de transición, cosa que puede no ocurrir en caso de enfermedad, 
situación en la que estarían más disponibles. 

Glutatión reducido (GSH)

El glutatión reducido, es un tripéptido (glutamato, cisteína y glicina) ampliamente 
distribuido a nivel celular. Es el elemento central de muchos sistemas destoxificadores, 
ya que es substrato de glutatión peroxidasas, transferasas y otros enzimas diversos. 
Además tiene un importante papel como neutralizador de radicales libres, en el 
metabolismo de diversos fármacos, etcétera. 

Muchas de estas funciones fisiológicas derivan de sus propiedades químicas especiales. 
Contiene un grupo tiol (SH) y un enlace �-glutamilo que es resistente a la degradación 
por las peptidasas normales, las cuales sólo actúan sobre los enlaces 
-amino-acilo. El 
enlace entre el glutamato y la cisteína sólo es hidrolizable por la enzima �-glutamil 
transpeptidasa, presente en la membrana plasmática. 

Los grupos tiol son muy importantes en la protección contra los efectos perniciosos de 
las especies reactivas del oxígeno, ya que reaccionan fácilmente con ellas. Esta 
propiedad es consecuencia de la baja energía del enlace SH, inferior a la de casi todos 
los enlaces C�H y O�H. La reacción de los tioles con los radicales es tan rápida que se 
le considera de control por difusión. Es decir, la etapa lenta de la reacción viene dada por 
la velocidad a la cual el radical y la sustancia con el grupo tiol son capaces de difundir 
para encontrarse en el medio. Una vez se han encontrado casi siempre reaccionan. 

Por ello es un cofactor esencial en diversos mecanismos enzimáticos (ver “Ciclo redox 
del glutatión” en la página 30). El glutatión reducido interactúa de manera directa y con 
facilidad con los radicales libres, especialmente con los hidroxilo y radicales orgánicos, 
donando un átomo de hidrógeno. Cuando el GSH se oxida, se forma glutatión oxidado 
(GSSG), formado por dos moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro entre las 
dos cisteínas. 
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Los grupos SH tienen importancia funcional en muchas proteínas y para protegerlos es 
necesario el GSH. Además tiene una actividad importante en el metabolismo 
xenobiótico y en la síntesis de leucotrienos. Puede también ayudar en el reciclaje del 
radical tocoferol. 

Al igual que las vitaminas E y C, puede tener tanto acciones antioxidantes como 
oxidantes. El glutatión puede donar el átomo de hidrógeno de los grupos SH, 
produciéndose radicales GS� en vez de GSH. Estos pueden reaccionar con el oxígeno y 
producir radicales oxisulfuro, potencialmente dañinos como el RSO� y RSO�. 

Además el GSH puede inhibir la actividad de la catalasa de manera dosis dependiente123. 

Carotenos

Los carotenos, sustancias relacionadas con la vitamina A, representan otro de los 
sistemas antioxidantes utilizado por nuestro organismo. Se encuentran en las membranas 
a una concentración más baja que la de los tocoferoles. Debido a su gran liposolubilidad, 
actúan prioritariamente en los compartimentos más hidrófobos, en los que penetran con 
gran facilidad. El �-caroteno es su representante más destacado, especialmente eficaz 
para  neutralizar  el  oxígeno  singlete,  disipa  su  energía  sin  producir  lesión  celular.  
El �-caroteno también puede actuar tanto como oxidante como prooxidante. A pequeñas 
presiones parciales de oxígeno (<150 Torr), muestra una excelente actividad, sin 
embargo a altas presiones parciales de oxígeno, muestra un efecto prooxidante 
autocatalítico con la consiguiente pérdida de su actividad antioxidante. 

Otros antioxidantes no enzimáticos 

Ácido úrico. Aunque la capacidad de éste para sufrir oxidaciones es un hecho conocido 
por los químicos orgánicos desde hace más de 150 años, tradicionalmente se le ha 
considerado un producto final del metabolismo de las purinas (en el hombre), 
metabólicamente inactivo y sin valor fisiológico. Sin embargo, esta ubicua molécula 
presente en cantidades significativas en los tejidos y fluidos corporales, a 
concentraciones fisiológicas es otro elemento con capacidad antioxidante. Protege por 
unirse a los metales de transición, y además neutraliza al radical hidroxilo, superóxido, 
oxígeno singlete, ácido hipocloroso y radicales peroxilo y alcoxilo, aunque tras ello 
queda oxidado pudiendo producir daño oxidativo. La forma radical libre del ácido úrico 
puede ser reducida por el ácido ascórbico92,124-127. 

La coenzima Q128 (ubiquinonas) es una molécula extremadamente versátil, implicada en un 
gran número de procesos celulares, aunque relacionados entre sí. En las mitocondrias 
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participa en la respiración, en el sistema de trasferencia de electrones que conduce en 
última instancia a la producción de ATP. 

Se ha propuesto la participación de la coenzima Q en la formación de radicales libres, 
fundamentalmente durante la isquemia y posterior reperfusión. Pero las pruebas son 
indirectas y no excluyen la participación de otras especies químicas. 

Por otro lado experimentos a diversos niveles (sistemas subcelulares, animales intactos, 
humanos), apoyan el hecho de que la coenzima Q, principalmente en su estado reducido 
(ubiquinol), puede actuar como un antioxidante de las membranas celulares. Asienta el 
concepto que durante la evolución de las especies aeróbicas, se la seleccionó para proteger 
los diversos tipos de membranas en las que se halla, del daño producido por los radicales 
libres. 

También se ha discutido que pueden actuar como antioxidantes proporcionando átomos 
de hidrógeno para reducir los radicales peroxilo y/o alcoxilo, así como a través de un 
mecanismo de oxidorreducción entre la forma reducida de la coenzima Q (CoQH2) y el 
radical 
-tocoferol, regenerándose a 
-tocoferol, en la mitocondria. 

                 
-tocoferol _ O� + CoQH2  
-tocoferol _ OH + CoQH� �� 2
�       Reacción 36  

Como consecuencia se genera otro radical, CoQH2
�, el cual puede ser reciclado por la 

cadena de transporte electrónico mitocondrial11. 

Por tanto, bajo algunas circunstancias puede contribuir a la formación de radicales libres, 
provocando lesión celular, mientras que en otras parece proporcionar protección contra la 
mencionada lesión128,129. 

La glucosa, además de su función principal como substrato para la producción de 
energía en las células de los mamíferos, también tiene un papel como antioxidante. A 
concentraciones fisiológicas se comporta como un eliminador de radical hidroxilo130. 
Otros carbohidratos como la fructosa, galactosa, el extensamente utilizado manitol, etc., 
también son capaces de actuar como eliminadores de radical hidroxilo. Aunque 
antioxidantes débiles, su aportación cobra mayor relevancia si se presentan a altas 
concentraciones. No obstante, a la hiperglucemia se la ha implicado en la producción de 
radicales libres90. 

La bilirrubina es  un pigmento biliar producido por el catabolismo del grupo hemo. La 
albúmina la transporta en el plasma, y en condiciones fisiológicas ambas pueden actuar 
como antioxidante. La bilirrubina unida a la albúmina, a concentraciones equimolares, 
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compite con el ácido úrico por los radicales peroxilo, pero es menos eficiente que la 
vitamina C en eliminarlos. Protege a los ácidos grasos transportados por la albúmina131. 

Otras defensas antioxidantes (secuestradores de iones metálicos) 

Además de los eliminadores de especies reactivas del oxígeno, el grupo de los 
antioxidantes incluye ciertos quelantes del hierro y el cobre como la transferrina, 
lactoferrina, ferritina, ceruloplasmina y albúmina, así como proteínas que se unen con 
grupos hemo. 

Aunque estos compuestos no actúan directamente sobre las especies reactivas del 
oxígeno, son por definición antioxidantes ya que se unen con metales con actividad 
redox, por lo tanto previniendo o limitando la toxicidad derivada de los primeros35. Son 
la principal defensa antioxidante en el plasma92. Así, si no hay iones metálicos 
disponibles, entonces el radical superóxido y el peróxido de hidrógeno pueden tener 
limitada, su capacidad para producir efectos dañinos.

Los metales de transición promueven reacciones en las que se producen especies 
reactivas del oxígeno34,35. Los organismos tienen mucho cuidado con el manejo del 
hierro. Para minimizar la cantidad de hierro libre en el líquido extracelular y dentro de 
las células, utilizan proteínas tanto para su transporte (transferrina) como para su 
almacenamiento (ferritina, hemosiderina). Las 2/3 partes de los 4 g de hierro de una 
persona adulta se encuentran almacenados en la hemoglobina, un 10 % en la mioglobina, 
y el resto en una porción de enzimas que poseen hierro y en la transferrina. De modo 
similar, el cobre plasmático se une a la ceruloplasmina o a la albúmina, y por tanto es 
más difícil que estimule las reacciones de radicales libres. 

La glicoproteína transferrina es el mayor transportador plasmático de hierro del 
organismo, ya que éste es prácticamente insoluble (dos moles Fe3+ por mol de proteína). 
En condiciones normales ésta sólo se encuentra saturada en un 30 %, por tanto la 
concentración plasmática de hierro libre es casi nula, por lo que no estarán disponibles 
para catalizar las reacciones de radicales libres en el plasma normal. Un pH ácido 
favorece la liberación de hierro de la transferrina, circunstancia que se puede observar 
por ejemplo en los tejidos hipóxicos. 

La proteína lactoferrina, al igual que la anterior puede unirse a dos moles Fe3+ por mol 
de proteína, con la particularidad de que lo hace a valores de pH tan bajos como 4,0. 
Presente en las secreciones, en la leche y liberada por los neutrófilos, también puede 
actuar como antioxidante. 
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En la célula la ferritina almacena el hierro no metabolizado, aunque ésta también se 
encuentra en el compartimiento extracelular. Aunque normalmente sólo se encuentra 
saturada en un 20%, tiene una gran capacidad (hasta 4500 iones Fe3+ por molécula de 
apoferritina), lo que representa la principal provisión de hierro fácilmente disponible. 
Incluso cataliza la oxidación de Fe2+ a Fe3+ para su almacenamiento, mediante una 
actividad ferroxidasa. Esta unión previene la participación del hierro en la reacción de 
Fenton. El hierro que se libera desde la ferritina requiere la reducción de Fe3+ a Fe2+, lo 
que puede ser llevado a cabo por el óxido nítrico132,133 o el radical superóxido133,134, 
aunque según Bolann y Ulvik135 este último de forma limitada. También se ha implicado 
al peróxido de hidrógeno, peroxinitrito y radical hidroxilo35. Las catecolaminas como la 
adrenalina o noradrenalina también son capaces de liberar, sobre todo en condiciones 
anaeróbicas, el hierro de la ferritina136. La xantina deshidrogenasa, que no tiene 
capacidad ferroxidasa137, está implicada en la movilización del hierro desde las reservas 
de ferritina138,139. Igualmente, ya sea en condiciones aeróbicas o anaeróbicas, la xantina 
oxidasa mediante un mecanismo independiente a la producción de radical superóxido 
(aunque en condiciones aeróbicas éste representaría el 70 %), puede liberar hierro 
posiblemente mediante una transferencia electrónica directa desde la xantina oxidasa a la 
ferritina134. A un pH de 6 el hierro se disocia de la ferritina. 

La glicil-L-histidil-L-lisina es un tripéptido plasmático unido a cobre (GHK:Cu(II)), 
aunque no está considerado un secuestrador de iones metálicos, su efecto beneficioso 
viene dado por la capacidad de inhibir la liberación de hierro de la ferritina mediante un 
bloqueo físico de los canales por los que éste se libera133. 

Las haptoglobinas son proteínas plasmáticas que se unen a la hemoglobina liberada al 
medio extracelular, y las hemopexinas lo hacen con los grupos hemo, con el 
consiguiente efecto protector. Los complejos hemoglobina - haptoglobina y hemo - he-
mopexina son complejos poco activos en estimular reacciones de radicales libres, 
además rápidamente son eliminados de la circulación. 

La glicoproteína plasmática ceruloplasmina tiene una función esencial en el 
metabolismo del hierro como un enzima ferroxidasa. Cataliza la oxidación de hierro 
ferroso a hierro férrico (susceptible de unirse a la transferrina) previniendo la reacción 
de Fenton, mientras reduce el oxígeno a agua31: 

                               4 Fe2+ + O2 + 4 H+  4 Fe����� minaceruloplas � 3+ + 2 H2O            Reacción 37 

Así, a diferencia de la oxidación enzimática, la oxidación del hierro ferroso catalizado 
por la ceruloplasmina no produce especies reactivas del oxígeno, lo cual puede 
considerarse la principal de las acciones antioxidantes de este enzima. Aunque de menor 
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importancia, la ceruloplasmina también tiene la capacidad de reaccionar con el peróxido 
de hidrógeno y el radical superóxido, aunque en éste último caso a menor velocidad que 
la superóxido dismutasa (k = 7 x 105 M-1 s-1). 

También se ha observado que la ceruloplasmina es capaz de incorporar hierro a la 
apoferritina133. 

El cobre, además del hierro, también está implicado en la formación de radicales 
hidroxilo a partir de peróxido de hidrógeno33,34. La mayor parte del cobre plasmático (95 
%) se halla unido fuertemente a la ceruloplasmina (6 ó 7 mol de cobre por mol de 
proteína), y el que no lo está lo hace a la albúmina casi en su totalidad. Esta unión puede 
dañar a la albúmina, pero no tiene gran importancia si se tiene en cuenta las altas 
concentraciones de ésta y su rápido recambio. Evita que los iones de cobre puedan 
unirse a lugares más comprometedores como por ejemplo los grupos sulfhidrilo de las 
proteínas de membrana celular y producir lesión oxidativa al interaccionar por ejemplo 
con el peróxido de hidrógeno33. 

Además, la mayoría de compuestos con grupos tiol, tienen el potencial de eliminar 
radicales libres. La albúmina proporciona una rica fuente de grupos tiol en los líquidos 
extracelulares, aunque la albúmina por sí sola reacciona casualmente con el radical 
hidroxilo, teniendo un efecto menor36. Cuando al cobre se une a la albúmina, el radical 
hidroxilo formado alrededor reacciona inmediatamente con ésta. Esta proteína también 
elimina el ácido hipocloroso en el plasma. La albúmina oxidada es rápidamente 
eliminada de la circulación y degradada. 

Así pues, retener los iones metálicos es una defensa antioxidante importante, ya que 
estos no pueden estimular la formación de radicales hidroxilo, y por consiguiente el 
estrés oxidativo. Además, este secuestro permite utilizar al radical superóxido y al 
peróxido de hidrógeno para propósitos metabólicos, sin que logre hacer demasiado daño 
a los tejidos, siempre y cuando la cantidad de especies reactivas del oxígeno no llegue a 
ser suficiente para producir una lesión directa y/o movilizar los iones metálicos de sus 
lugares de almacenamiento. 

Antioxidantes exógenos

Además de estas defensas naturales contra el estrés oxidativo, se han desarrollado una 
amplia variedad de antioxidantes sintéticos97,140. 

Muchos fármacos diseñados para otro propósito poseen una actividad antioxidante in 
vitro, como por ejemplo el alopurinol (ver en el capítulo Discusión las consideraciones 
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sobre este aspecto, página 165). En la mayoría de los casos esta observación es 
irrelevante, porque no alcanzan las concentraciones necesarias para complementar los 
mecanismos antioxidantes naturales. 

También se pueden usar liposomas antioxidantes. Son liposomas que contienen 
antioxidantes liposolubles, o hidrosolubles, o enzimáticos, o una combinación entre 
varios de ellos141. 

Antes que una sustancia pueda considerarse útil como antioxidante y/o eliminador de 
radicales libres, es necesario que cumpla tres prerrequisitos. Primero, el compuesto debe 
tener la facultad de interactuar con oxidantes y radicales libres biológicamente 
relevantes. Segundo, dado que estas interacciones pueden producir modificaciones 
químicas en el eliminador, el producto resultante debe ser menos dañino que el agente 
eliminado. Y finalmente, la sustancia propuesta debe presentarse a una concentración 
suficientemente alta, al menos en algunos compartimentos celulares para asegurar una 
reacción relevante  desde el punto de vista cuantitativo. 

Defensas secundarias

Ya que las defensas antioxidantes no son completamente efectivas en todo momento, se 
ha desarrollado un sistema de enzimas reparadores que se encarga de rehabilitar las 
proteínas dañadas por las especies reactivas del oxígeno, extraer los ácidos grasos 
oxidados de los fosfolípidos y reparar el ADN alterado. Las moléculas excesivamente 
dañadas no se reparan para minimizar la introducción de mutaciones. 

Las defensas secundarias incluyen: 

� Enzimas lipofílicas (fosfolipasas), que serían las responsables de la reconstrucción de 
los constituyentes de la membrana dañados o alterados. La predilección de la 
fosfolipasa A2 por los lípidos oxidados puede proporcionar a las células un 
mecanismo protector adicional contra la peroxidación lipídica. 

� Las células poseen un sistema de enzimas con capacidad para reparar directamente 
los polipéptidos moderadamente dañados reconstituyendo su estructura. Uno de estos 
sistemas, muy abundante, es la reducción de los puentes disulfuro oxidados. Si las 
proteínas han sido dañadas de manera más grave, las enzimas proteolíticas (proteasas, 
peptidasas) las degradaran en su mayoría, previniendo de esa manera su acumulación 
en la célula. 

� Enzimas reparadoras del ADN. La mayoría de las células poseen diversos tipos de 
endonucleasas que específicamente reconocen diferentes modificaciones, provocadas 
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por las especies reactivas del oxígeno (radical hidroxilo, oxígeno singlete) u otros 
agentes como la radiación ultravioleta. Otras enzimas reparadoras del ADN son la 
exonucleasa, la ligasa, y la ADN glicosilasa. 

 

 

Durante la isquemia/reperfusión se generan en exceso especies reactivas del oxígeno y 
del nitrógeno, la eliminación de las cuales desborda la capacidad del sistema defensivo 
antioxidante fisiológico. Además durante la isquemia se pueden reducir las 
concentraciones de alguno de sus componentes51,89,96,142-146. Todo esto es lo que provoca 
el estrés oxidativo que se observa en este proceso patológico y que describimos más 
adelante. 

Monóxido de nitrógeno u óxido nítrico (NO�)147-158

Aunque la denominación más correcta es la de monóxido de nitrógeno, utilizaremos a lo 
largo del texto, al igual que la mayoría de la bibliografía consultada, la denominación de 
óxido nítrico13. 

La primera indicación de que el organismo tiene una producción endógena de nitrato 
(NO3

–) data de 1916 cuando en estudios sobre el equilibrio dietético en humanos 
muestran que hay más nitrato excretado que el ingerido. Durante mucho tiempo se pensó 
que el exceso de nitrato lo producían los microorganismos intestinales, teniendo por 
tanto poca relevancia en la biología de los mamíferos. Se le consideraba sólo uno más de 
los gases nocivos en los tubos de escape de los vehículos que queman combustibles 
fósiles, causante de la lluvia ácida y destructor de la capa de ozono152. 

En 1979 Ignarro y cols. al burbujear el líquido nutricio con óxido nítrico, observan que 
relajaba de manera rápida y pronunciada, aunque transitoria, cintas de arteria coronaria 
bovina previamente contraída, y que esto era antagonizado por hemoproteínas oxidadas 
y azul de metileno147. Mas tarde Furchgott y Zawadzki159 muestran que la acetilcolina 
interactúa con los receptores muscarínicos en las células endoteliales, estimulando la 
liberación de una o más sustancias que relajan el músculo liso subyacente, al cual se le 
denominó endothelial derived relaxing factor (EDRF). Palmer y cols.160, Ignarro y 
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cols.161, y Moncada y cols.162 en 1987, demuestran que el EDRF y el óxido nítrico son la 
misma molécula. 

Es como un arma de doble filo. Lo producen las células de los mamíferos, como 
mensajero intercelular en cantidad y momentos apropiados. Está implicado como 
modulador, en procesos fisiológicos tan diversos como la defensa del huésped y 
reacciones inmunológicas, la comunicación neuronal tanto a nivel central como 
periférico, la regulación del tono vascular y flujo sanguíneo, el control de la agregación 
plaquetaria, broncodilatación, etc.151,154,157,162-166. A nivel gastrointestinal, además de 
estar implicado en su funcionalismo167, ayuda a mantener la integridad de la mucosa 
contra las agresiones y a reparar las lesiones producidas por diversos modelos 
experimentales incluida la isquemia/reperfusión168. Sin embargo, su síntesis excesiva y 
disregulada puede ser causa o un elemento más, que contribuye en numerosas patologías 
humanas91,102,151-154,157,165,166,169,170-172, (ver “El óxido nítrico y la enfermedad” en la 
página 61). 

Biosíntesis de óxido nítrico 

El óxido nítrico se sintetiza en una gran variedad de células y tejidos. Tiene lugar a 
partir de la oxidación de uno de los átomos de nitrógeno del terminal guanidino del 
aminoácido L-arginina en una reacción catalizada por la óxido nítrico sintasa 
(NOS), y el cosubstrato NADPH, con la concomitante formación de L-citrulina173-178. 
La N�-hidroxi-L-arginina (NOH-ARG) es un intermediario en la biosíntesis del 
óxido nítrico179,180 (figura 2). El oxígeno incorporado por las NOS tanto en el óxido 
nítrico como en la L-citrulina deriva del oxígeno molecular177,179. 

Tanto el óxido nítrico como la L-citrulina se forman en cantidades equimolares por mol 
de L-arginina oxidada. Esta reacción es estereoespecífica, análogos de la L-arginina, 
como   el   NG-nitro-L-arginina metil éster  (L-NAME),    incluyendo   su   enantiómero   
D-arginina, no son substratos173,178,180. La L-citrulina puede reciclarse a L-arginina181,182 
(figura 2), sin embargo durante la hipoxia se reduce la actividad de esta vía sintética182. 

Las NOS180 son flavoproteínas diméricas, ambas subunidades son idénticas, cada una de 
ellas presenta dos dominios, uno con actividad oxigenasa y otro con actividad reductasa 
que actúan de manera independiente. Ambas subunidades se alinean interaccionando los 
dos dominios oxigenasa para formar el dímero, de forma que los dominios reductasa 
quedan como extensiones independientes. Las NOS contienen como cofactores, a la 
tetrahidrobiopterina (H4B), a un grupo hemo, al flavín adenin dinucleótido (FAD) y al 
flavín mononucleótido (FMN), al igual que la NADPH-citocromo P-450 oxidoreductasa. 
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En ésta, ambos cofactores facilitan la reducción de las hemoproteínas estabilizando el 
radical que se genera dentro de la oxidoreductasa, de la misma manera las NOS pueden 
utilizar un mecanismo similar para generar óxido nítrico180,183. Además de su 
participación en la catálisis, la L-arginina, la tetrahidrobiopterina y el grupo hemo 
también ayudan a formar y mantener este dímero activo a partir de los monómeros de 
proteína inactiva184. Todos estos cofactores contienen lugares para unirse a la L-arginina, 
al NADPH, y a la calmodulina. El dominio oxidasa de la NOS contiene el grupo 
hemo, mientras que el dominio reductasa se une a la calmodulina, FMN, FAD y 
NADPH. Se cree que las flavinas aceptan electrones del NADPH y lo transfieren al 
grupo hemo el cual liga al oxígeno y cataliza la oxidación de la L-arginina a óxido 
nítrico y L-citrulina158. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Biosíntesis de óxido nítrico desde la L-arginina, y 
reciclaje a L-citrulina152. NOS: NO sintasa constitutiva, NADPH: 
nicotinamida adenindinucleótido fosfato reducido, CaM: 
calmodulina.  
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Las células de los mamíferos están dotadas de al menos tres genes que codifican 
distintas isoformas de NOS. Existen dos NOS constitutivas, la eNOS (o ecNOS, o NOS-
III) descrita inicialmente en las células endoteliales, aunque también se encuentra en los 
miocitos, osteoblastos, osteoclastos, plaquetas, etc.; y la nNOS (o ncNOS o NOS-I) 
originalmente descrita en las neuronas del sistema nervioso central, pero presente en una 
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variedad de tipos celulares como las neuronas periféricas no adrenérgicas no 
colinérgicas, músculo esquelético, células del islote pancreático, células de la mácula 
densa renal y ciertos tipos de células epiteliales180. El tercer tipo de NOS, normalmente 
no se encuentra en las células, es inducible (iNOS o mNOS o NOS-II), requiriendo 
síntesis proteica en unas tres o cuatro horas, por estímulos inmunológicos (interferón-�, 
interleucina-1, -2 y -6, factor de necrosis tumoral-
, leucotrienos, endotoxinas 
bacterianas, etc.)149,180,183,185-188, y también en la hipoxia51. Fue identificada por primera 
vez en los macrófagos183, pero se puede localizar en prácticamente todos los tipos 
celulares de los mamíferos, entre ellas las células de la mucosa intestinal189. En algunas 
situaciones puede incrementar tanto la actividad como la cantidad de eNOS y nNOS, 
indicando que estas isoformas pueden de hecho ser inducidas. A la inversa, desde un 
principio se pensaba que la iNOS era inducible sólo en situaciones patológicas, y sin 
embargo puede detectarse en determinadas situaciones fisiológicas170. Se han descrito 
diferencias entre sus pesos moleculares, 160 kDa la nNOS, 130 kDa la iNOS y 133 kDa 
la eNOS180. 

Todas estas enzimas son solubles, se encuentran en el citoplasma. Son NADPH 
dependientes178, aunque todas las isoformas de NOS necesitan unirse a la calmodulina 
para su actividad, sólo la iNOS debido a su gran afinidad, permanece unida a ésta a pesar 
de los bajos niveles de calcio existentes en las células en reposo, es calcio 
independiente183, y aunque el Mg2+ no es esencial para la formación de óxido nítrico, 
este catión incrementa la actividad de la iNOS148. Las NOS constitutivas (eNOS y 
nNOS), calcio y calmodulina dependientes, fisiológicamente producen pequeñas 
cantidades de óxido nítrico durante cortos periodos de tiempo, en respuesta a 
elevaciones transitorias del calcio intracelular, provocada por ejemplo por diversos 
agonistas que dependen del endotelio (acetilcolina, bradicinina, sustancia P). La 
fosforilación de residuos específicos en la eNOS le proporciona más actividad a una 
concentración dada de calcio � calmodulina, lo que puede incrementar la síntesis de 
óxido nítrico en ausencia de un cambio en la concentración intracelular de calcio158. Las 
NOS constitutivas llevan a cabo una serie de funciones fisiológicas vía activación de la 
guanilato ciclasa soluble, no confieren citotoxicidad; mientras que la iNOS puede 
producir de manera constante, durante largos periodos de tiempo, una gran cantidad de 
óxido nítrico hasta que el substrato para producirlo se agota, pudiendo ser la responsable 
de la lesión y muerte tisular. Sin embargo en algunas circunstancias, por ejemplo tras la 
isquemia/reperfusión, una elevación suficiente y mantenida de calcio intracelular puede 
provocar que las NOS constitutivas produzcan cantidades citotóxicas de óxido nítrico153, 
aunque Cuzzocrea y cols.190 matizan que el agente lesionante es el peroxinitrito. 
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En condiciones fisiológicas, el estímulo más importante que controla la síntesis de óxido 
nítrico endotelial en las arteriolas es probablemente mecánico: el flujo pulsátil y las 
fuerzas de rozamiento. La hipoxia de las células endoteliales, hasta un nivel crítico, 
también induce su síntesis151. Ya se ha apuntado que estas células poseen receptores para 
varias sustancias vasoactivas, las cuales pueden estimular la síntesis de óxido nítrico al 
incrementar los niveles de calcio intracelular, como la acetilcolina, bradicinina, ADP, 
ATP, sustancia P, histamina, norepinefrina, serotonina, endotelina, etc159,165,188,191,192. La 
estimulación de las células musculares lisas con agentes que actúen sobre los receptores 
�1 adrenérgicos del músculo liso de las arterias mesentéricas induce contracción, que es 
contrarrestada por un incremento en la síntesis y liberación de óxido nítrico por parte del 
endotelio193,194. 

La L-arginina se encuentra en exceso en el citoplasma de la célula endotelial. Así, la 
producción de óxido nítrico viene determinada por la actividad del enzima más que por 
la disponibilidad del substrato. 

Por otro lado, la actividad de la NOS se puede inhibir con concentraciones elevadas de 
óxido nítrico. Éste se une al grupo prostético hemo de ésta, interfiriendo en el transporte 
de electrones y en la oxidación del sustrato. Las condiciones que favorecen el estado de 
oxidación más elevado (FeIII) aumentan este efecto de contrarregulación, mientras que 
las condiciones que favorecen el estado de oxidación más bajo (FeII) disminuyen 
drásticamente el efecto de inhibición de la síntesis de óxido nítrico por él mismo. Inhibe 
de forma distinta la actividad de las diferentes isoformas de NOS, siendo más notoria 
esta acción para la eNOS y la nNOS que para la iNOS. La insensibilidad de esta última 
permite la generación de altas concentraciones de óxido nítrico, ejerciendo así su 
función como agente citotóxico en la respuesta inmune y en procesos inflamatorios. 
Además, se ha observado que el proceso de fosforilación por la proteína quinasa regula 
de manera reversible la localización intracelular de las NOS constitutivas, atenuando la 
actividad de la eNOS. 

Hay muchos mecanismos potenciales por los cuales se puede inhibir la síntesis de óxido 
nítrico. La estrategia más usada es el empleo de análogos estructurales de la L-arginina 
que actúan como inhibidores competitivos de la NOS, los cuales han sido esenciales para 
evaluar la contribución del óxido nítrico en los procesos fisiológicos y patológicos. 
Actúan como un falso substrato para la enzima, bloqueando la producción de óxido nítri-
co endógeno. Entre ellas está la NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME)149,165,170,195, 
debido a la introducción del grupo N-nitro a la molécula de L-arginina. Posee una gran 
capacidad para inhibir las NOS constitutivas, y aunque notable es algo menor en el caso 
de las inducibles. Además, la capacidad para inhibir la producción de óxido nítrico 
depende también de otros factores como la cinética de entrada del análogo en la célula, 
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del grado de unión de estos compuestos al enzima, de su metabolismo en el interior de la 
célula y de la concentración intracelular de L-arginina. 

A raíz de las evidencias de que la actividad mitocondrial se encuentra afectada  por el 
óxido nítrico, se demuestra la existencia de una actividad NOS localizada en la 
membrana interna de la mitocondria196-198. Ninguna de las anteriores NOS está presente 
en la mitocondria a niveles relevantes desde el punto de vista fisiológico199. La NO 
sintasa mitocondrial (mtNOS) se expresa de manera constitutiva, es calcio 
dependiente196, aunque también hay datos que indican que ésta también puede ser 
inducible24. La demostración de producción de óxido nítrico en la mitocondria200 sugiere 
la implicación de éste en procesos tales como la respiración y apoptosis. 

La administración de L-NAME inhibe de manera competitiva la eNOS195 de la mucosa 
intestinal189. Incrementa la presión arterial sistémica201, en la rata se acompaña de 
vasoconstricción renal, mesentérica, carotídea y en las arterias de las extremidades. Esto 
es debido a la inhibición de la producción basal de óxido nítrico que se produce en 
condiciones fisiológicas en estos lechos vasculares. Además reduce las fuerzas 
hidrodinámicas de dispersión que tienden a empujar a los leucocitos a lo largo del 
endotelio venular, aunque la adherencia dependiente de estas fuerzas hidrodinámicas 
sólo explica una pequeña fracción de la adhesión asociada con la inhibición de la síntesis 
de óxido nítrico202. Promueve la adherencia y emigración de los leucocitos en las 
vénulas postcapilares202-204, aumenta la reactividad de los mastocitos204,205 e incrementa 
la permeabilidad microvascular203,204,206,207 y de la mucosa intestinal205,208. Promueve la 
agregación plaquetoleucocitaria203,204,209,210, agregación plaquetaria y adhesión de las 
mismas al endotelio163,211,212. Con el D-NAME (NG-nitro-D-arginina metil éster), sin 
embargo, no se observa ningún efecto202,206,208,209. 

Los glucocorticoides inhiben selectivamente la iNOS sin afectar a las formas 
constitutivas del enzima151,170,186. 

Se han detectado inhibidores endógenos de la NOS, como la dimetil arginina asimétrica 
(ADMA) y el PIN (proteína inhibidora de la nNOS). Actúan desestabilizando la 
dimerización de la NOS. 

Bioquímica del óxido nítrico

El óxido nítrico es una molécula pequeña, sin carga, liposoluble, compuesta por dos 
átomos con siete electrones del nitrógeno y ocho del oxígeno. Dado que los orbitales 
pueden contener un máximo de dos electrones el orbital superior debe contener un 
electrón desapareado155. 
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                                                         N     �    O    �                     Monóxido de nitrógeno u óxido nítrico 

Sin embargo, no por ser un radical libre se le debe considerar altamente reactivo, no 
necesariamente tiene una vida media corta, e intrínsecamente no es más reactivo que el 
oxígeno. Su reactividad química y citotoxicidad potencial ha sido muy sobrestimada in
vitro por ignorar los elementos que lo anulan o eliminan como el radical 
superóxido160,161. De manera que las diferentes vidas medias que se le han atribuido, 
varían en función de las condiciones experimentales de cada laboratorio. 

Es un radical libre relativamente estable, que a diferencia de muchos radicales no 
reacciona rápidamente con la mayoría de sustancias biológicas, sólo lo hace con un 
selecto rango de moléculas. Es propenso a sufrir reacciones de trasferencia o adición de 
electrones, especialmente con moléculas que tienen electrones desapareados y con 
metales de transición como el hierro del grupo hemo, y con el oxígeno molecular. Por 
ello el óxido nítrico es un importante mediador de la lesión provocada por especies 
reactivas del oxígeno, ya que contiene un electrón desapareado que lo hace reaccionar 
rápidamente con éstas35,213,214. 

La vida media del óxido nítrico in vivo está entre  1 y 10 segundos. Aunque ésta no es un 
valor constante, es inversamente proporcional a su concentración. Así, su vida media es 
mayor cuanto más diluido se encuentra37,155. 

En la reactividad del óxido nítrico influyen el estado redox que adopte y las 
características del medio155. Hay tres estados redox para el óxido nítrico: radical libre 
neutro (NO�),  catión nitrosonio o nitrosilo (NO+) y anión nitroxilo u oxonitrato(1–) 
(NO–). Estos dos últimos se forman respectivamente por pérdida del electrón 
desapareado y por ganancia de un electrón en su órbita externa13,151. El catión nitrosonio 
libre no subsiste largo tiempo en solución debido a que reacciona inmediatamente con 
agua para formar nitritos155; aunque según Koppenol37, desde el punto de vista 
termodinámico su formación in vivo es imposible. El anión nitroxilo es una especie 
reactiva con una vida media corta, reacciona más rápidamente con los grupos tiol que 
con otras especies derivadas del nitrógeno; el NADPH es otra diana. La Cu,Zn-SOD 
modula estos efectos biológicos por convertirlo rápidamente a óxido nítrico y 
viceversa215,216, además ciertos agentes oxidantes, incluyendo el Fe3+, pueden convertir 
el anión nitroxilo a óxido nítrico215. También puede reaccionar con el oxígeno para 
formar peroxinitrito* (k† � 3-6 x 107 M-1 s-1)37,216. 

                                                 
* Aunque la denominación más correcta es la de oxoperoxonitrato(1–), utilizaremos a lo largo del texto, al 

igual que la mayoría de la bibliografía consultada, la denominación también permitida de peroxinitrito13. 
† Constante de velocidad o velocidad de reacción específica. 
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                                                 NO–  +  O2    ONOO��� –                             Reacción 38 

La reputación del óxido nítrico como una molécula muy reactiva viene de dos 
observaciones, la rápida formación de dióxido de nitrógeno (NO2

�) en mezclas de 
oxígeno con altas concentraciones de aquel en fase gaseosa217, y de su aparentemente 
corta vida media en los primeros sistemas de bioensayo (cascadas de perfusión con 
solución oxigenada de Krebs-Henseleit), lo cual se atribuyó inicialmente a la reacción 
directa con el oxígeno para formar dióxido de nitrógeno, un tóxico y poderoso oxidante, 
capaz de iniciar la oxidación de los ácidos grasos y nitrosilación de los aminoácidos 
aromáticos. 

                                     2 NO� + O2    2 NO��� 2
�    N��� 2O4                   Reacción 39 

                                                 NO� + NO2
�     N��� 2O3                               Reacción 40 

Como se observa en las reacciones 39 y 40, la interacción entre el óxido nítrico y el 
oxígeno tiene el potencial de generar además del NO2

� otros potentes oxidantes 
nitrogenados, considerados como especies reactivas derivadas del óxido nítrico 
(ERDON) no radicales como el tetróxido de nitrógeno (N2O4), o el trióxido de nitrógeno 
(N2O3) capaces de iniciar la peroxidación lipídica, nitrosar residuos sulfhidrilo y tirosina. 
En sistemas acuosos el trióxido de nitrógeno se hidroliza rápidamente a nitrito (NO2

–). 
Sin embargo, hay algunos estudios que sugieren que los intermediarios que se forman a 
partir de la autooxidación del óxido nítrico en un medio acuoso, son diferentes a los 
formados en fase gaseosa representándolos como NOx. Las especies NOx en medio 
acuoso se hidrolizan rápidamente a nitrito, y llevan a cabo reacciones de oxidación y 
nitrosación. Se ha visto que el ascorbato es un eliminador eficiente de estos 
intermediarios218,219. El N2O3 es la ERDON predominante derivada de la autooxidación 
del óxido nítrico en los sistemas biológicos, el cual se produciría en las regiones 
hidrofóbas, como las membranas lipídicas157. 

La reacción entre el óxido nítrico y el oxígeno, en medio acuoso, es de segundo orden 
con respecto al NO� 220, lo cual hace que la vida media del óxido nítrico en solución 
acuosa, sea proporcional a su concentración, y permite a otras reacciones de primer 
orden del óxido nítrico predominar aun bajo condiciones aeróbicas. Como el óxido 
nítrico difunde fácilmente desde su lugar de producción, se diluye rápidamente, 
protegiéndolo de reaccionar con el oxígeno, por lo que estas reacciones sólo son 
factibles con concentraciones suprafisiológicas de óxido nítrico, en las que su 
autooxidación aumenta exponencialmente. En caso de producirse in vivo, se originará en 
condiciones patológicas en las que el óxido nítrico sea generado localmente en gran 
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cantidad. Por lo que este proceso de oxidación del óxido nítrico por el oxígeno 
molecular, es menos relevante en los sistemas biológicos normales221. 

Hay otras vías más admisibles que conducen a su destrucción. Son las reacciones del 
óxido nítrico con el anión superóxido213,222 o con metales de transición (por ej. el hierro 
del grupo hemo – k = 102 - 107 M-1 s-1 – 222), que producirán elementos secundarios, 
algunos muy reactivos y potencialmente tóxicos, que a su vez son capaces de reaccionar 
con otras moléculas, oxidándolas o nitrándolas223. 

En condiciones normales la concentración de radical superóxido generado por el 
metabolismo aeróbico se mantiene notablemente bajo gracias a la acción de la 
superóxido dismutasa (velocidad de desaparición de superóxido 2 x 104 s-1, a una 
concentración normal aproximada del enzima de 10 μM). Las concentraciones normales 
(nanomolar) de óxido nítrico son bajas para competir con ésta en la eliminación de 
radical superóxido (velocidad de desaparición de superóxido, 2 x 102 s-1). Sin embargo, 
bajo ciertas condiciones patológicas en las que el óxido nítrico se produce a altas 
concentraciones (de orden micromolar), se convierte en la única molécula biológica que 
compite con aquella por el radical superóxido (velocidad de desaparición de superóxido, 
4 x 104 s-1), siendo la superóxido dismutasa menos eficiente que él, además de tener una 
velocidad de reacción específica algo más lenta (ver página 28)37. 

La reacción entre el radical superóxido y el óxido nítrico (k = 6,7 x 109 M-1 s-1) da como 
resultado la formación de anión peroxinitrito (ONOO–)37,69,213,214. 

                                                 NO� + O2�
�   ONOO��� –                               Reacción 41 

En esta reacción se liberan 22 kcal/mol por lo que es esencialmente irreversible (por 
ejemplo, termodinámicamente equivalente a la hidrólisis de dos ATPs)155. 

Dicha reacción se producirá con cierta facilidad en aquellas situaciones que predomine 
tanto la producción de óxido nítrico y radical superóxido37. Por ejemplo, en la lesión 
inflamatoria, en la reperfusión de tejidos isquémicos, los macrófagos y los neutrófilos 
producen ambos al mismo ritmo cuando se activan51,190,224,225. 

El anión peroxinitrito no es un radical libre ya que los electrones desapareados del óxido 
nítrico y el radical superóxido se combinan en él formando un nuevo enlace N�O155,214. 
Puede alterar  muchas  moléculas  biológicas  produciendo  por  ejemplo N-nitrosaminas, 
S-nitrosotioles, mediante mecanismos de nitrosación, nitración o nitrosilación oxidativa, 
lo cual dependerá en gran medida de las cantidades y la velocidad de generación en un 
lugar determinado de radical superóxido y óxido nítrico223,226. Pero lo que le hace 
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particularmente tóxico es su notable estabilidad (pKa de 6,8 a 37 ºC), dándole una mayor 
oportunidad para difundir a través de las células hasta su objetivo; y el hecho que 
reacciona relativamente despacio; haciendo de él un oxidante selectivo155. La inusual 
estabilidad del anión peroxinitrito se debe a estar plegado en conformación cis, el cual 
mediante una reorganización interna producirá nitrato69. A pH 7,4 sólo un 20 % del 
peroxinitrito estará protonado a ácido peroxinitroso con una conformación trans mucho 
más reactiva155. 

                                                 ONOO– + H+  ONOOH                          Reacción 42 ���

Dada su gran inestabilidad, éste último se descompondrá rápidamente en solución 
acuosa (vida media 1,9 segundos a pH 7,4), produciendo potentes oxidantes, que 
inicialmente se sugirió serían el radical hidroxilo (o un potente oxidante con una 
reactividad similar) y el dióxido de nitrógeno69,70.  

                                                  ONOOH  ��� �OH + NO2
�                           Reacción 43 

Sin embargo, según Koppenol37,71 esta última reacción no es factible desde el punto de 
vista termodinámico. Los peroxiácidos mientras tienen un enlace peróxido (O–O), 
normalmente no se disocian para formar radicales. Así, a prori es improbable que el 
ácido peroxinitroso (HO–ONO) sufra homólisis para formar radical hidroxilo y dióxido 
de nitrógeno. Koppenol y cols.227 argumentan que ésta reacción no es posible, y postulan 
que existe un isómero del ácido peroxinitroso, un compuesto con energía más elevada, 
siendo esta especie molecular el oxidante, el cual se comportaría con una reactividad 
parecida al radical hidroxilo, respecto a una gran variedad de moléculas biológicas. 
Puede representarse como HO��ONO37. En cualquier caso, ya que la energía de 
activación del HO��ONO está cerca de la energía de disociación del enlace, el grupo OH 
debe ser muy parecido al radical hidroxilo. Por otro lado, el que el ácido peroxinitroso 
sufra homólisis o reaccione a través de un intermediario trans, es irrelevante en biología, 
ya que sus efectos serán los mismos37. 

Algunos trabajos han implicado al peroxinitrito* en la nitrosación de los tioles. Sin 
embargo, él por si mismo no es un agente nitrosador. En presencia de metales de 
transición, incluyendo los centros metálicos de la superóxido dismutasa y la 
mieloperoxidasa, puede actuar nitrando (añadiendo un grupo NO2)37,155. Un mecanismo 
por el que el peroxinitrito puede afectar la nitrosación es mediante la oxidación del óxido 
nítrico37, la cual puede ocurrir cuando este último está presente a mayores 

                                                 
* A partir de aquí, el término peroxinitrito se utilizará para referir la suma de anión peroxinitrito y su ácido 

conjugado, el ácido peroxinitroso. 
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concentraciones que el radical superóxido222. En condiciones puntuales, también se 
pueden considerar otros agentes nitrosantes como el N2O3 (referencias 37 y 70). La 
reacción entre el dióxido de carbono (CO2) y el peroxinitrito (k = 5.8 x 104 M-1 s-1, pH 
independiente) en medio acuoso, de gran importancia por la ubicuidad y cantidad del 
primero, implica la formación de especies que son más eficientes que el peroxinitrito o 
el óxido nítrico como agentes nitradores, como el anión nitrosoperoxocarbonato 
(ONOOCO3

–), el cual se descompone (un 33%) en radical carbonato (CO3�
�

 ) y dióxido 
de nitrógeno (NO2

�)70,228. La velocidad de la reacción entre el peroxinitrito con el CO2 en 
los sistemas biológicos es más rápida que la descomposición no catalizada del 
peroxinitrito. Así, muchas de las reacciones del peroxinitrito in vivo, probablemente 
están mediadas por las especies reactivas derivadas de la reacción entre el dióxido de 
carbono y el peroxinitrito, que por el mismo peroxinitrito228. 

Los procesos oxidativos iniciados por los radicales libres intermedios derivados de la 
descomposición del peroxinitrito son inhibidos por la producción excesiva de óxido 
nítrico o radical superóxido, mientras que la vía oxidativa que implica una reacción 
directa con el peroxinitrito no se altera70. 

El peroxinitrito puede reaccionar con peróxido de hidrógeno, produciendo oxígeno 
molecular, y al menos una parte de este oxígeno liberado, está en estado singlete (1�g)229, 
pudiendo contribuir en la citotoxicidad de los macrófagos. 

La generación y reactividad del peroxinitrito y de las especies químicas que derivan de 
él, sugieren que esta vía es importante en las acciones fisiopatológicas del óxido nítrico. 
Ni el óxido nítrico ni el radical superóxido, se comportan como oxidantes fuertes 
respecto la mayoría de compuestos orgánicos. Sin embargo, el peroxinitrito es un 
oxidante potente y versátil, que ataca muchos tipos de moléculas biológicas y produce 
una rica variedad de productos222. 

El peroxinitrito produce peroxidación lipídica230, oxidación de los tioles231, y nitración 
de los grupos funcionales de los aminoácidos232,233, así como oxidación de los 
componentes del ADN91. Una reacción del peroxinitrito con una importancia biológica 
potencial, es la nitración de la tirosina en presencia de iones metálicos, lo cual puede 
contribuir a la inhibición y alteración de proteínas celulares clave. Aunque también se ha 
sugerido, que la nitración de la tirosina libre y de los residuos de tirosina en las 
proteínas, si bien se asocia principalmente con situaciones patológicas, puede tener un 
significativo y un no reconocido papel en la transmisión de señales, respuesta inmune y 
metabolismo proteico234. Por otro lado, aunque es menos potente que el óxido nítrico, 
también puede incrementar los niveles de guanosinmonofosfato cíclico (GMPc) y 
producir relajación vascular235. A concentraciones nanomolares ha mostrado que no es 
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capaz de dañar la célula endotelial, y sí tener un efecto protector en la lesión por 
isquemia/reperfusión al inhibir la exteriorización de P-selectina y la consiguiente 
interacción leucocito � célula endotelial236. 

El óxido nítrico una vez sintetizado no se almacena, contrasta con la mayoría de los 
mensajeros intercelulares porque difunde rápida y libremente dentro de las células a 
través de las membranas celulares en la mayoría de los tejidos237 (en línea recta 50 μm 
por segundo), con poco consumo o reacción directa. La rápida difusión del óxido nítrico 
entre las células, en virtud a su lipofilia y pequeño tamaño, es crucial para entender su 
actividad biológica. La reacción con las moléculas diana depende de la concentración 
alcanzada153,155,238. 

Cuando el óxido nítrico difunde del endotelio a la sangre, reacciona rápidamente con el 
grupo hemo de la hemoglobina, por el que tiene una afinidad 10000 veces mayor que por 
el oxígeno, por lo que actúa como un eliminador intravascular, siendo ésta la principal 
vía de degradación del óxido nítrico endógeno. En ausencia de oxígeno, el óxido nítrico 
se une a la hemoglobina con una relativa estabilidad [Hb(Fe2+)-NO], pero en su 
presencia se convierte inmediatamente en su metabolito estable nitrato (NO3

–), 
oxidándose el hierro del grupo hemo, dando lugar a metahemoglobina (la 
metahemoglobin reductasa evitará su acumulación intracelular). El nitrato formado se 
elimina por el riñón. Unido al hierro férrico del grupo hemo puede nitrosar fenoles, 
aminas secundarias (mucho se ha escrito de las nitrosaminas debido a su potencial 
acción carcinogénica)153,155,239. 

También se ha propuesto una función de transporte de óxido nítrico por la hemoglobina, 
mediante la nitrosación de un residuo de cisteína formando S-nitrosohemoglobina (SNO-
Hb), y por la Hb(Fe2+)-NO (referencia 239). 

Mecanismo de acción y acciones35,153,157,218,219,238,240-243

Los efectos farmacológicos y los mecanismos de acción del óxido nítrico eran bien 
conocidos antes del descubrimiento de su formación endógena. A diferencia de los 
transmisores clásicos, que tienen estructuras complejas y su acción depende de una 
unión a un receptor específico, el óxido nítrico actúa mediante una amplia gama de 
reacciones químicas en virtud a su facilidad para formar uniones covalentes. El óxido 
nítrico no se almacena, sino que difunde fácilmente desde su lugar de formación, 
mientras que los mediadores clásicos normalmente se almacenan en gránulos desde los 
cuales se liberan tras el estímulo específico. 
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El óxido nítrico puede actuar como un regulador, un agente protector o un tóxico. Las 
acciones dependientes del óxido nítrico se han clasificado en dos categorías diferentes: 
efectos directos e indirectos. Los efectos directos son el resultado de las reacciones entre 
el óxido nítrico y moléculas específicas. Los efectos indirectos son los que resultan de 
reacciones entre especies reactivas derivadas del óxido nítrico (ERDON), con diversas 
biomoléculas. La bioquímica del peroxinitrito cae dentro de esta última categoría. 

La ventaja de hacer distinción entre estas dos categorías es que la cinética de 
autooxidación limita los efectos indirectos a la presencia de altas concentraciones de 
óxido nítrico (localmente > 10-20 μM), derivado de la iNOS; mientras que los efectos 
directos probablemente dominan a bajas concentraciones (localmente < 5-10 μM), 
pudiendo proceder de las formas constitutivas de NOS y de la iNOS. Por tanto, el hecho 
que predominen las acciones directas o indirectas depende de las concentraciones de 
óxido nítrico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Resumen de las reacciones bioquímicas del óxido nítrico en cuanto a efectos directos e 
indirectos218. 
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Otra importante consideración es la distancia del objetivo desde la fuente generadora de 
óxido nítrico. Las células o tejidos cercanos a dicha fuente puede experimentar tanto 
acciones directas como indirectas, los lejanos sólo sufrirán efectos directos debido a que 
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la concentración de óxido nítrico decrece como consecuencia de la difusión y del 
consumo biológico. Por lo tanto factores espaciales y temporales son importantes a la 
hora de considerar la química responsable de efectos biológicos concretos. 

Efectos directos 

Los efectos directos pueden ser tanto beneficiosos como perjudiciales. Consisten en 
reacciones en las que el óxido nítrico por sí mismo interactúa con las dianas biológicas, 
produciendo actividades tales como la regulación de la acción de la guanilato ciclasa 
soluble; protección antioxidante contra las especies reactivas del oxígeno, en la que el 
óxido nítrico directamente las capta y/o previene su formación; terminación de la 
peroxidación lipídica. El óxido nítrico puede ser consumido por la mitocondria y 
captado por la hemoglobina. Reacciona de manera reversible con enzimas como la 
citocromo P450 inhibiendo el metabolismo de diversas drogas. Produce 
radiosensibilización de las células hipóxicas. 

Reacción con los metales 

La reacción del óxido nítrico con algunos complejos con metales de transición (no 
todos) forma aductos metal-nitrosilo. Reacciona con diferentes estados de oxidación del 
hierro, cobre, cobalto o níquel, pero no con iones diamagnéticos como el zinc. Así, la 
reacción entre el óxido nítrico y los complejos metálicos dependen tanto de la valencia 
del metal, como de los ligandos en la esfera de coordinación. Las proteínas que 
contienen el grupo hemo son importantes en la biología del óxido nítrico. El óxido 
nítrico puede reaccionar tanto con el hierro en estado ferroso como férrico, aunque como 
regla general tiene mayor afinidad con los complejos con hierro ferroso. 

En 1977 el grupo de Murad244 ya había propuesto que el óxido nítrico y sustancias a las 
que denominó “nitrocompuestos”, las cuales se metabolizaban liberando óxido nítrico, 
incrementaba la actividad de la guanilato ciclasa soluble, catalizando la formación de 
GMPc. Y manifestaban con gran visión que: “La activación de la guanilato ciclasa por 
parte del óxido nítrico es un mecanismo nuevo de regulación enzimática que puede estar 
implicado en la regulación de otros enzimas y sistemas”. 

El óxido nítrico es el arquetipo de hormona local que actúa como un mediador paracrino 
o autacoide, es efectivo sólo en la vecindad de las células que lo producen. El que escapa 
al torrente circulatorio es inactivado a los pocos segundos. Difundiendo desde el lugar de 
síntesis, activa la guanilato ciclasa soluble de las células vecinas, aunque también puede 
actuar en la misma célula productora (efecto autocrino).  
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Así pues, el óxido nítrico activa a la guanilato ciclasa soluble interaccionando con el 
hierro ferroso del grupo prostético hemo165,240, con el que tiene una afinidad mucho 
mayor que el oxígeno155. Esto conduce a la formación de GMPc a partir del 
guanosintrifosfato (GTP), el cual actúa como segundo mensajero en muchas células, 
incluyendo nervios, músculo liso, monocitos y plaquetas245. El incremento de GMPc en 
el interior de las células afecta a proteína quinasas, fosfodiesterasas, canales iónicos, y 
posiblemente otras proteínas. La activación de la proteína quinasa dependiente del 
GMPc, en las células musculares lisas de los vasos sanguíneos, produce la 
desfosforilación de la cadena ligera de miosina causando relajación del músculo liso246, 
disminuyendo la resistencia vascular periférica y la presión arterial166. Además, en 
determinadas circunstancias, el óxido nítrico produce hiperpolarización del músculo liso 
vascular como consecuencia de la activación de los canales de K+ dependientes del Ca++, 
parece que en este caso, sin significativos cambios en la producción de GMPc en el 
músculo liso vascular247. 

El óxido nítrico igualmente actúa sobre las plaquetas, las cuales a su vez también lo 
producen de manera idéntica al endotelio, actuando como un mecanismo de 
retroalimentación negativo, inhibiendo su activación y por ende la agregación163 y 
adhesión211,212 plaquetaria. Esta acción es sinérgica a la de la prostaciclina163, la cual 
inhibe la agregación de las plaquetas incrementando sus concentraciones de AMPc165. 

El GMPc está implicado en la inhibición de la adhesión y migración de los leucocitos203, 
y la proliferación tanto de células musculares lisas como de fibroblastos, acciones que 
contribuyen a la actividad antiaterogénica del óxido nítrico. Participa por tanto, en el 
control de la homeostasis de la vasculatura. La producción de óxido nítrico endotelial 
influye en la permeabilidad del endotelio a la albúmina203,206,207,248. 

El grupo hemo de la forma soluble de guanilato ciclasa es claramente uno de los lugares 
más sensibles e importantes en la acción del óxido nítrico. 

Ya hemos comentado que uno de los mecanismos principales de control de las 
concentraciones de óxido nítrico in vivo, es la reacción directa entre éste y las 
metaloproteínas como la oximioglobina u oxihemoglobina (k = 3-5 x 107 M-1 s-1) para 
formar nitrato (NO3

–) y metamioglobina o metahemoglobina241,249. 

Cada vez hay más evidencias que las reacciones de oxidorreducción que sufren 
determinadas proteínas, pueden modificar actividades enzimáticas, representando una 
nueva vía en la red de comunicación celular. Puede modular la producción de 
metabolitos activos del ácido araquidónico activando directamente la ciclooxigenasa 
(COX-1 y COX-2). Es capaz por ello de inducir la síntesis de prostaciclina (PGI2). Esto 
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no es extraño ya que este enzima contiene también un grupo hemo, al cual nitrosaría de 
manera análoga a la guanilato ciclasa soluble. Este efecto del óxido nítrico es 
independiente de la producción de GMPc153. 

El óxido nítrico puede inhibir de manera reversible enzimas que contienen metales de 
transición o intermediarios radicales libres en su ciclo catalítico, tales como 
lipoxigenasas, peroxidasas, la citocromo P-450, la tromboxano sintetasa, la catalasa y la 
ribonucleótido reductasa, un enzima fundamental en la síntesis de ADN, lo cual visto 
desde el punto de vista de la defensa del huésped, la inhibición de éste enzima inhibiría 
la replicación viral80,153,155,157,241,250. El peroxinitrito en condiciones fisiológicas, a su vez 
puede controlar el tono vascular nitrando un residuo tirosina en la prostaciclina 
sintasa226. 

En la mitocondria, cuando las concentraciones de óxido nítrico son bajas, éste se 
consume durante la respiración y no por autooxidación. Se le ha implicado en la 
inhibición de la respiración y el metabolismo energético al inhabilitar enzimas del ciclo 
de Krebs y de la cadena de transporte electrónico (aunque inicialmente se le implicó en 
la inhibición de la cis-aconitasa, quien realmente la inactiva es el peroxinitrito), esta 
inhibición es fácilmente reversible, con lo que puede actuar en los procesos reguladores 
que controlan la utilización del oxígeno tisular251. También puede inhibir de manera 
reversible la citocromo-c oxidasa241, por lo que se le ha propuesto en la regulación de la 
respiración mitocondrial, una acción que podría estar implicada tanto en sus efectos 
fisiológicos como patológicos, dado que puede incrementar temporalmente el escape de 
radical superóxido desde la cadena de transporte electrónico. El óxido nítrico a altas 
concentraciones puede sufrir autooxidación generando NOx, y además si reacciona con 
la superóxido dismutasa mitocondrial, el radical superóxido no eliminado, puede hacerlo 
con el óxido nítrico y formar peroxinitrito, el cual dañaría la mitocondria de manera 
irreversible153,155,218,233. 

La inhibición de la ribonucleótido reductasa que cataliza la síntesis de los desoxi-
ribonucleótidos del ADN, posee centros activos con capacidad potencial para reaccionar 
con el óxido nítrico, inhibiendo en ese caso la síntesis de ADN y la división celular, lo 
cual puede ser un mecanismo antitumoral. 

Debido a sus efectos citotóxicos también está implicado en la defensa no específica del 
huésped contra numerosos patógenos, nitrosando los ácidos nucleicos y uniéndose a 
enzimas que poseen grupo hemo, incluyendo las implicadas en la respiración celular; y 
contra las células tumorales, aunque hay quien opina que la acción antitumoral de los 
macrófagos activados se debe más al peroxinitrito que al óxido nítrico. 
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Reacción con radicales o especies reactivas del oxígeno 

Se ha observado que los radicales alquilo (R�), alcoxilo (RO�) y alquilperoxilo (ROO�), 
reaccionan rápidamente con el óxido nítrico (k = 2 x 109 M-1 s-1), produciéndose 
peroxinitritos orgánicos considerados como especies no radicales derivadas del 
nitrógeno171,238, y mucho más estables que el peroxinitrito: 

                                                ROO� + NO�  ROONO                            Reacción 44 ���

El radical peroxilo reacciona 106 veces más rápido con el óxido nítrico que con los 
lípidos, lo que puede implicar la terminación de las reacciones en cadena de la 
peroxidación lipídica. Esto puede ayudar a entender el efecto beneficioso del óxido 
nítrico en este proceso. 

Ya se ha comentado ampliamente la reacción entre el óxido nítrico y el radical 
superóxido. Es probable que la reacción entre ambos para formar peroxinitrito, tenga un 
papel crucial en la regulación de las concentraciones de los dos primeros, y por ende en 
los efectos biológicos derivados de sus acciones. Esto le da al peroxinitrito una 
relevancia en la organización de funciones fisiológicas vitales a concentraciones 
nanomolares; sin embargo, a mayores concentraciones, puede oxidar biomoléculas con 
consecuencias patológicas importantes222,236. 

El óxido nítrico puede reaccionar con el radical hidroxilo a una gran velocidad (k = 1 x 
1010 M-1 s-1) dando ácido nitroso (HNO2), considerado una especie reactiva del nitrógeno 
no radical: 

                                                NO� + �OH      HNO��� 2                              Reacción 45 

Ya hemos comentado la reacción entre el óxido nítrico y el dióxido de nitrógeno (ver 
reacción 40, página 47) (k = 2 x 109 M-1 s-1). 

Puntualizar que a pesar de lo expuesto, el óxido nítrico no reacciona con todos los 
radicales libres. 

También puede reaccionar con el peróxido de hidrógeno y producir radical hidroxilo. 

                                          NO� + H2O2  ��� �OH + OH– + HNO2                 Reacción 46 
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Efectos indirectos 

Los efectos indirectos son aquellos que derivan de la química de las ERDON. Por tanto 
requieren una reacción previa ente el óxido nítrico y el oxígeno o el radical superóxido 
para formar NOx (especies reactivas del óxido nítrico derivadas de su oxidación por el 
oxígeno molecular) en el primer caso y peroxinitrito en el segundo. Estos efectos 
implican a la química de las ERDON: oxidación, nitrosación y nitración. La química 
oxidativa consiste en quitar uno o dos electrones del substrato así como reacciones de 
hidroxilación. La nitrosación sucede cuando un equivalente del NO+ se añade a una 
amina, un tiol o a un grupo aromático. Y por último, la nitración de los grupos 
aromáticos implica la adición de un equivalente del NO2

+ (ion nitronio). 

De manera general, los efectos indirectos producidos por las ERDON se consideran 
perniciosos, pudiendo producir importantes modificaciones en una gran cantidad de 
moléculas biológicas: alteran proteínas afectando a la actividad de una gran variedad de 
enzimas, inician la peroxidación lipídica y dañan el ADN con consecuencias 
potencialmente perniciosas218,238. Aunque el peroxinitrito a concentraciones nanomolares 
ha mostrado que no es capaz de dañar la célula endotelial, y sí tener un efecto protector 
en la lesión por reperfusión al inhibir la exteriorización de P-selectina y la consiguiente 
interacción leucocito � célula endotelial236. 

Ya hemos comentado que la formación de especies derivadas de la oxidación del óxido 
nítrico incrementa exponencialmente con la concentración de este último. Dado que el 
oxígeno generalmente se encuentra en exceso in vivo, el óxido nítrico es la sustancia 
limitante en la reacción de autooxidación. La concentración de este último está limitada 
in vivo, por el consumo del mismo mediante vías asociadas con los efectos directos: 
metabolismo mitocondrial, captación por parte de la oxihemoglobina, etc.; las reacciones 
que conducen a la formación de ERDON requieren condiciones específicas en las que 
haya una concentración local elevada de óxido nítrico. La riqueza en la bioquímica del 
óxido nítrico puede atribuirse a la gran variedad de ERDON. 

El óxido nítrico puede interaccionar con las proteínas del plasma formando S-nitrosotio-
les, el más importante de los cuales es el que forma con la albúmina. Éstos no son 
inactivados por la hemoglobina de los hematíes, y tienen una vida media aproximada de 
40 minutos, por lo que se pueden detectar en plasma a concentraciones 3 ó 4 órdenes de 
magnitud mayor que el óxido nítrico libre252. Previamente se ha hecho referencia a la 
formación de S-nitrosohemoglobina239. Los S-nitrosotioles formados en los tejidos y 
sangre pueden servir como formas sustitutas de óxido nítrico o como reservorios del 
mismo, ya que liberan óxido nítrico por un periodo de tiempo y activan la guanilato 
ciclasa soluble in vivo. Es probable que a pH fisiológico, el óxido nítrico no reaccione 
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tan fácilmente con los grupos tiol para formar S-nitrosotioles, y sí lo hagan las especies 
derivadas de su oxidación por los que tienen una mayor afinidad. Ya se ha comentado 
anteriormente que el NOx en medio acuoso es capaz de llevar a cabo nitrosaciones de los 
substratos con grupos amino y tiol. La reactividad de los grupos sulfhidrilo hacia las 
NOx es 106 veces mayor que hacia los ácidos nucleicos, y 103 veces mayor que hacia 
otros aminoácidos excepto la tirosina. En éste contexto, el glutatión puede servir como 
un eliminador de NOx y peroxinitrito, contribuyendo por tanto en la destoxificación de 
ERDON242, que afectarían negativamente a las proteínas que poseen grupos tiol críticos 
para su función233. 

Son por tanto especialmente importantes, las interacciones con grupos tiol de las 
proteínas, que pueden alterar su actividad, sobre todo en aquellas que contengan un 
grupo tiol crítico para su función, pudiendo contribuir a la citotoxicidad mediada por 
óxido nítrico. Moléculas reguladoras candidatas a sufrir nitración de los grupos tiol 
incluyen: proteínas implicadas en los procesos de transducción de señales, receptores 
como el NMDA (N-metil-D-aspartato), proteínas G, proteína quinasas, proteinfosfatasas, 
proteasas, ... 233. Las ERDON pueden inhibir la actividad de la ribonucleótido reductasa, 
la proteína quinasa C, y la citocromo P450. En esta última, a diferencia del óxido nítrico 
las ERDON lo hacen de manera irreversible. Se ha propuesto que la ADP-ribosilación 
del gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) está mediada por el óxido nítrico, 
vía formación de un S-nitrosotiol. Inhiben proteínas reparadoras del ADN91 como la 
ADN alquiltransferasa (que repara los residuos O6-metilguanina y O6-metiltimina), o la 
proteína Fpg (que repara el daño oxidativo del ADN), las cuales poseen grupos tiol en su 
sitio activo. El peroxinitrito suprime el metabolismo de la 5-lipoxigenasa, el cual además 
puede S-nitrosilarla80. 

Aunque algunas enzimas pueden no afectarse en presencia de óxido nítrico, peroxinitrito 
o NOx, sí pueden hacerlo los productos derivados de su actividad. Por ejemplo, no afecta 
la oxidación de la hipoxantina a ácido úrico por la xantina oxidasa, pero tiene efecto 
sobre la producción de superóxido, el cual puede reducir su concentración253. 

También pueden inestabilizar las uniones de los metales132,254, incrementando la 
concentración intracelular de complejos con metales de transición de bajo peso 
molecular promoviendo la toxicidad celular. 

Las reacciones directas del óxido nítrico con componentes de la mitocondria y con la 
hemoglobina, previenen la formación de estas especies, lo mismo que antioxidantes 
endógenos como el glutatión y el ascorbato pueden tener un papel crítico al captar estas 
ERDON, previniendo su toxicidad. 
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Resumiendo, la bioquímica del óxido nítrico se puede simplificar con una razonable 
aproximación a sólo tres reacciones principales: su unión con el hierro ferroso del grupo 
hemo en la guanilato ciclasa soluble para activar el GMPc, su eliminación mediante la 
reacción con la oxihemoglobina y, la formación de especies reactivas derivadas del óxido 
nítrico. Ciertamente estas tres reacciones son una simplificación, pero un resumen 
razonable. La difusión es esencial para entender la capacidad del óxido nítrico de actuar 
como un modulador local, y es un determinante principal de su vida media biológica155. 

Mecanismos de defensa antioxidante y lesión dependiente del óxido
nítrico153,155,171,218,255

Se ha escrito mucho sobre los efectos potencialmente tóxicos del óxido nítrico, aunque 
la mayoría de ellos son, lo más probable, mediados por productos derivados de su 
oxidación. 

El óxido nítrico, el peroxinitrito y las especies reactivas del oxígeno tienen la capacidad 
de liberar hierro de los depósitos tisulares35,132-135,254, pudiendo entonces participar en la 
peroxidación lipídica y relacionarse con el proceso de lesión tisular. Ya se ha comentado 
la posibilidad de que las especies derivadas del óxido nítrico inhiban enzimas 
intracelulares clave que poseen centros hierro-azufre (Fe-S) produciendo derivados 
inactivos, estructuras del tipo Fe-RS-NO� (referencias 251, 241). A la inversa, también 
se ha sugerido que la pérdida de hierro intracelular, como los complejos Fe-RS-NO�, 
puedan actuar como un mecanismo protector, reduciendo la capacidad del hierro para 
participar en las acciones lesivas producidas por las especies reactivas del oxígeno. 
Apuntar que estos complejos con el tiempo se descompondrán después de ser liberados 
por las células, y si no se dan las condiciones necesarias para su regeneración, se liberará 
el hierro pudiendo participar en la lesión tisular153,241, especialmente en situaciones como 
la inflamación en donde se producen especies reactivas del oxígeno. El óxido nítrico 
posee la capacidad tanto de proteger a las células de los efectos tóxicos mediados por 
reacciones tipo Fenton, al prevenir la formación de poderosos oxidantes; como de 
potenciar la lesión oxidativa tisular mediada por el hierro35,133; dependiendo en última 
instancia de la cantidad de óxido nítrico y del estado antioxidante. 

Además de sus acciones citotóxicas, el óxido nítrico también actúa como citoprotector. 
Posee propiedades antioxidantes, al captar y prevenir la formación de especies reactivas 
del oxígeno, suprimiendo el estrés oxidativo256. El flujo de óxido nítrico que se requiere 
para ello es tan bajo como 1-5 μM, pudiendo considerar los efectos antioxidantes se 
como efectos directos del óxido nítrico. Esto sucede si el peroxinitrito y los productos 
derivados de él son menos tóxicos que las especies derivadas desde el radical superóxido 
(radical hidroxilo, ácido hipocloroso, cloraminas, etc.), ya que uno de los principales 
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mecanismos de lesión asociada con la producción de óxido nítrico in vivo es debido a la 
reacción de éste con el radical superóxido, en la que se forma peroxinitrito37,69,213,214, el 
cual oxidaría y nitraría una gran variedad de biomoléculas con consecuencias 
patológicas222. El peroxinitrito puede alterar la superóxido dismutasa, inhibiéndola 
mediante la nitración de la tirosina, ésta a su vez en condiciones normales reduce la 
formación de peroxinitrito, ya que el superóxido es el factor limitante en su formación. 
La oxidación de los grupos tiol del glutatión agota en mayor o menor medida un 
importante mecanismo antioxidante, pero también actúa evitando la acción del 
peroxinitrito. El desbordar las defensas antioxidantes incrementa la posibilidad de 
alteración y destrucción de macromoléculas críticas tales como el ADN, enzimas, 
proteínas estructurales, polisacáridos y fosfolípidos de membrana. El daño de los 
componentes intracelulares mediado por el peroxinitrito está limitado por la superóxido 
dismutasa y el glutatión91,223,226,230-232,242, la hemoglobina y el ácido úrico lo pueden 
hacer en el medio extracelular233,243. 

El óxido nítrico protege contra la toxicidad mediada por las especies reactivas del 
oxígeno derivadas del sistema hipoxantina/xantina oxidasa. En la isquemia/reperfusión, 
a medida que aumenta la concentración de óxido nítrico, la magnitud de la oxidación 
disminuye. Cuando se genera 2 o 3 veces más óxido nítrico que radical superóxido, el 
primero actúa como un mecanismo de defensa antioxidante aboliendo las acciones del 
peroxinitrito226. Sin embargo, altas concentraciones de óxido nítrico reaccionarían con el 
oxígeno molecular (autooxidación) produciendo NOx con la posibilidad de inhibir 
proteínas con las correspondientes consecuencias. 

El óxido nítrico también puede reaccionar rápidamente con radicales derivados de la 
peroxidación lipídica, y a pesar de encontrarse en la pared arterial a una concentración 
aproximadamente 100 veces menor que el 
-tocoferol, lo hace de una manera más 
efectiva171. 

Ya  se ha apuntado la participación del óxido nítrico en la inmunidad y la inflamación, 
pudiendo representar una parte de la lesión tisular. Puede ser tanto citostático como 
citotóxico, no sólo para los microorganismos invasores sino también para las células que 
lo producen y las células vecinas. Por tanto, es probable que el óxido nítrico tenga una 
aportación multifactorial en las reacciones inflamatorias, yendo desde la vasodilatación 
y formación de edema, a través de la modulación de las terminaciones nerviosas, la 
actividad de los leucocitos, hasta la citotoxicidad celular165. 

Además, la descomposición del radical superóxido por parte del óxido nítrico producido 
por las células endoteliales, puede actuar como un modulador endógeno regulando la 
homeostasis de la barrera intestinal210, la reactividad de los leucocitos204,257, y las 
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interacciones entre el leucocito y el endotelio vascular, inhibiendo la adhesión 
leucocitaria202,258-260. 

En resumen, la toxicidad del óxido nítrico es modesta, deriva fundamentalmente de sus 
metabolitos oxidados (ONOO–, NO2

�,…), cuando las acciones de éstos exceden la 
capacidad celular de destoxificarlos. El glutatión interactúa con las especies reactivas 
derivadas de la oxidación del óxido nítrico convirtiéndolas en otras menos tóxicas. La 
depleción del glutatión, la inhibición de la superóxido dismutasa mitocondrial, y quizás 
la pérdida de otros mecanismos defensivos antioxidantes pueden provocar un aumento 
en los niveles endógenos de especies reactivas del oxígeno producidas normalmente por 
el metabolismo, lo cual es probable aumente la toxicidad del óxido nítrico. Por este 
medio las especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno pueden actuar conjuntamente y 
causar peroxidación lipídica, romper las cadenas de ADN y producir lesiones 
irreversibles y muerte celulares. Por otro lado, el óxido nítrico protege del estrés oxidativo 
provocado por el radical superóxido, peróxido de hidrógeno y alquilperóxidos. Hay varias 
reacciones químicas que pueden explicar estos efectos protectores, tales como la 
prevención de la oxidación del grupo hemo por parte del peróxido de hidrógeno, inhibición 
de las oxidaciones tipo Fenton, y la disminución de la peroxidación lipídica. Todo junto 
muestra que el óxido nítrico a bajas concentraciones protege claramente contra la toxicidad 
mediada por los peróxidos255. 

El óxido nítrico y la enfermedad 91,102,151-154,157,165,166,169-172

La amplia distribución de la NOS y las diversas acciones del óxido nítrico, sugiere que 
alteraciones en su síntesis pueden estar implicadas en la fisiopatología de numerosas 
enfermedades. Ya sea tanto por un incremento, o una disminución en su producción. 

Sin pretender una presentación exhaustiva, la producción excesiva de óxido nítrico 
puede ser importante en diversas enfermedades neurodegenerativas, artritis reumatoide, 
colitis ulcerosa, estenosis pilórica hipertrófica, cirrosis, síndrome del distrés respiratorio 
del adulto, asma, choque séptico, cáncer, entre otras. Por otro lado, se observa una 
menor producción en pacientes con hipercolesterolemia y otros factores de riesgo de 
aterosclerosis como la hipertensión arterial, pudiendo contribuir a la aterogénesis, 
situación en la que ha mostrado su beneficio la administración de L-arginina. 

Las células endoteliales vasculares, pueden producir óxido nítrico y radical superóxido, 
lo mismo que los leucocitos adheridos a éstas, con la posible interacción entre ambos, y 
las posibles consecuencias ya descritas, reguladoras o tóxicas. El óxido nítrico es un 
factor protector contra la arteriosclerosis al inhibir la peroxidación lipídica mediada por 
los metales, la lipooxigenasa, y prevenir la agregación y adhesión leucocitaria.
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Como se describe en el siguiente capítulo, el óxido nítrico también está implicado en el 
síndrome de isquemia/reperfusión. 

 

 

Lesión por isquemia/reperfusión49,51,261-266

Desde hace muchos años se han evaluado las consecuencias funcionales que produce la 
falta de suministro de sangre a un tejido. Se asumía que la lesión se producía durante el 
periodo  de  hipoxia,  y  uno  de  los  factores  era  la  depleción  de  ATP  (adenosintri-
fosfato)267-272. Por ello, la restitución rápida del flujo sanguíneo a los tejidos isquémicos 
es esencial para detener la progresión de la lesión celular asociada a un aporte de 
oxígeno y nutrientes disminuidos273. Considerar únicamente esto, implicaría que acortar 
al máximo el periodo de isquemia sería la única intervención importante para disminuir 
el grado de lesión. Sin embargo, en la reperfusión se inician una serie de reacciones 
complejas que paradójicamente lesionan más los tejidos isquémicos, limitando su 
recuperación46,55,274-279. A esto se le conoce desde 1951 como la paradoja del oxígeno280, 
pese a que los primeros en aplicar este término fueron Ruff y Strughold en 1939280. Sin 
embargo, fue en 1973 cuando Hearse y cols.281 hicieron referencia por primera vez al 
concepto de lesión por reoxigenación, y Fridovich6 en 1979 implicando a las especies 
reactivas del oxígeno como factores causales. 

Por lo tanto, hay básicamente dos eventos que pueden inducir la lesión tisular intestinal 
en situaciones de isquemia: la hipoxia y la reperfusión. Si bien es cierto que la isquemia 
producirá en última instancia la muerte tisular, si tiene una duración y severidad 
suficientes273,282, el término “lesión isquémica” en muchos casos es una denominación 
equivocada. 

La tolerancia a la hipoxia de los diversos tipos celulares, difiere dependiendo de las 
necesidades metabólicas y de los mecanismos adaptativos propios de cada tejido. Por 
ello la hipoxia transitoria (no prolongada) puede, no tener consecuencias aparentes, o 
acompañarse de una mayor resistencia a las consecuencias nocivas de un posterior 
periodo de hipoxia (condicionamiento isquémico), o ir seguida de una recuperación, o de 
un agravamiento de la lesión celular (lesión por reoxigenación). 
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Definición

La lesión por reperfusión es el daño que se le produce a un órgano o tejido durante la 
restitución del flujo sanguíneo, tras un episodio de isquemia. Aunque para ser más 
exactos debería decirse que es la hipoxia y no la isquemia la que determina el grado de 
lesión durante la reperfusión de los tejidos isquémicos, o mejor, durante la reoxigenación 
de los mismos. Esto puede distinguirse de la lesión causada por la isquemia per se, 
aunque las condiciones necesarias para causar la lesión por reperfusión se generan 
durante el periodo isquémico261,283-285. 

Pese a que se han propuesto diversos mecanismos para explicar la patogénesis de la 
lesión debida a la isquemia y posterior reperfusión (cambios en la tensión del oxígeno 
tisular286, pH286-288, vasocongestión48,278,282,289, catecolaminas53,136,146,290, acumulación de 
metabolitos del ácido araquidónico146,291-294, activación de proteasas 
intracelulares47,295,296, proteasas pancreáticas en la luz intestinal297-299, cambios en la 
homeostasis del calcio146,300-303, activación de la fosfolipasa A2

264,304-307, histamina308, 
entre otros51), la mayor parte de la atención se ha enfocado en la contribución de las 
especies reactivas del oxígeno46,48,264-266,309-315, de los leucocitos48,55,266,316-319, y del óxido 
nítrico190,225,248,266,315,320-324. 

Mecanismos de la lesión por isquemia/reperfusión en el intestino delgado

Especies reactivas del oxígeno 

Las especies reactivas del oxígeno tienen un importante papel en la disfunción 
microvascular y lesión de las células parenquimatosas, que se observa tras la reperfusión 
de los tejidos y órganos isquémicos (estómago325-328, pulmón329-331, músculo 
esquelético332-334, en el síndrome compartimetal99, hígado143,335,336, corazón146,301,337-344, 
riñón345-347, piel348-353, sistema nervioso354-358, e intestino delgado46,262,275,277,278,295,311-315,359-361), 
los cuales deben exponerse al oxígeno molecular en la reperfusión para que se produzca 
la lesión celular277,281,325,333. En este periodo se inician una serie de procesos que generan 
especies reactivas del oxígeno, que las implica como responsables primarios de la 
mencionada lesión46,48,49,261,265,309. 

Este concepto está respaldado por: 

1. Utilizando diferentes técnicas, se pueden detectar de una manera directa diferentes 
especies reactivas del oxígeno en los tejidos reperfundidos145,283,362-370. A su vez, 
encontrar en los tejidos postisquémicos productos derivados de la peroxidación 
lipídica (por ej. malondialdehído, hidroperóxidos lipídicos, 4-hidroxinonenal, dienos 
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conjugados), glutatión oxidado y proteínas plasmáticas oxidadas, son pruebas 
indirectas de esta implicación82,83,88,145,304,310,334,371-379. 

2. La exposición de los tejidos a sistemas que generan especies reactivas del oxígeno 
exógenas en ausencia de isquemia/reperfusión, produce cambios estructurales y 
funcionales semejantes a los observados en los tejidos postisquémicos279,337,380-384. 

3. El tratamiento con sustancias que limitan la producción de oxidantes (por ej. los 
inhibidores de xantina oxidasa tales como el alopurinol257,275,276,283,296,373,385-391, su 
metabolito oxipurinol312,374,386, o pterin aldehído385), o que eliminan especies reactivas 
del oxígeno después de ser producidos (por ej. superóxido dismutasa, catalasa,….), 
atenúan la lesión por isquemia/reperfusión46,117,257,275,278,287,359,373,378,379,389,392,393. El 
observar que la administración de eliminadores de radical hidroxilo o quelantes de 
hierro, son tan efectivas como la superóxido dismutasa o el alopurinol en reducir la 
disfunción del tejido postisquémico, hace pensar que el radical hidroxilo, contribuye 
en la patogénesis de la isquemia/reperfusión del intestino delgado276,295,359,373,394. 

4. La utilización de animales transgénicos (mutantes) que en condiciones normales 
poseen una mayor cantidad de superóxido dismutasa, muestran una mayor protección 
contra la lesión por isquemia/reperfusión378,395-397. Asimismo, la inactivación 
funcional del gen Sod I en ratones, los hace más vulnerables a la lesión por 
isquemia/reperfusión398. 

Aunque hay diversas fuentes potenciales de especies reactivas del oxígeno en los tejidos 

postisquémicos la mayor parte de la atención se ha enfocado en la xantina oxidasa, un 

enzima que se encuentra en las células parenquimatosas y en el endotelio vascular; y en 

la NADPH oxidasa de los leucocitos. 

En los primeros trabajos en los que se valoraba la lesión en el intestino debida a 

isquemia/reperfusión, se observó que se producía un aumento en la permeabilidad 

vascular fundamentalmente durante la fase de reperfusión y podía bloquearse con la 

administración previa de las enzimas superóxido dismutasa46,278 y catalasa392, o de 

alopurinol275,276, un inhibidor de la xantina oxidasa, implicando a las especies reactivas 

del oxígeno en el daño mucoso observado. 

Xantina oxidoreductasa50,399-402

La  xantina  oxidoreductasa  de  los  mamíferos  existe  en  dos  formas  interconvertibles 
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Figura 4. Esquema del mecanismo fisiopatológico de la lesión por isquemia/reperfusión. ATP: 
adenosintrifosfato, ADP: adenosindifosfato, AMP: adenosinmonofosfato, IMP: inosinmonofosfato, O2: 
oxígeno molecular, O2

��: radical superóxido, H2O2: peróxido de hidrógeno, �OH: radical hidroxilo, H2O2: 
peróxido de hidrógeno, H2O: agua, NO�: óxido nítrico, NOx: especies reactivas del óxido nítrico derivadas 
de su oxidación por el oxígeno molecular, ONOO–: peroxinitrito, ONOOH: ácido peroxinitroso, NO3

–: 
nitrato, NO2

�: dióxido de nitrógeno, HNO2: ácido nitroso, ROO�: radical peroxilo, RO�: radical alcoxilo, 
ROONO y RONO: peroxinitritos orgánicos especies no radicales derivadas del nitrógeno, HOCl: ácido 
hipocloroso, RNH2: aminas primarias, RNHCl: N-cloraminas. 
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funcionalmente distintas, la xantina deshidrogenasa y la xantina oxidasa, y son producto 
alternativo del mismo gen. Son las hidroxilasas que contienen molibdeno mejor 
estudiadas. Se localizan en el citosol y en la superficie de la membrana celular. Tienen 
un peso molecular de aproximadamente 300 kDa, compuesto por dos subunidades 
idénticas catalíticamente independientes. Cada una de estas se compone de tres dominios 
que contienen cuatro centros redox, un dominio N-terminal (20 kDa) con dos grupos 
Fe2S2, un dominio central FAD (dinucleótido de flavina y adenina) (40 kDa), y un 
dominio C-terminal con un cofactor molibdeno (85 kDa)50,400-402. Estas enzimas 
contienen alrededor de 1330 aminoácidos, cuya secuencia mantiene una homología de 
aproximadamente un 90 % entre las enzimas de la rata y de los humanos403. La xantina 
oxidasa y la xantina deshidrogenasa muestran reactividades diferentes hacia el oxígeno 
molecular y el NAD+, prefiriendo el primero la xantina oxidasa y el segundo la 
deshidrogenasa403,404. 

El ciclo catalítico incluye la hidroxilación oxidativa de substratos como la hipoxantina y 
xantina al reaccionar con el molibdeno, aunque de manera excepcional el NADH entrega 
su electrón al FAD. A su vez, la reducción del NAD+ o el oxígeno molecular tiene lugar 
en el FAD400-402. 

Distribución 

La xantina oxidasa se encuentra ampliamente repartida entre las especies, desde 
bacterias hasta el hombre399. Aunque para ser más exactos debemos especificar que en 
los tejidos no isquémicos la forma predominante es la xantina deshidrogenasa o tipo 
D384,405,406. Su distribución también es muy amplia, detectable en el plasma407-410, 
leucocitos411,412, macrófagos187, y en las células parenquimatosas de múltiples tejidos (el 
intestino delgado, hígado, pulmón, células epiteliales de la glándula mamaria y 
consiguientemente en la leche de determinados mamíferos, son particularmente ricos) y 
en el endotelio vascular, menos en el de los grandes vasos, tanto arterias como venas y 
endocardio384,413. Wajner y Harkness414 observan una casi nula actividad xantina oxidasa 
en el cerebro y corazón, aunque las concentraciones de xantina deshidrogenasa son altas, 
también indican que en la placenta no hay actividad de ambas enzimas. 

En el intestino delgado la xantina oxidasa se localiza principalmente en las células 
epiteliales de la mucosa415, con un gradiente de mayor a menor que va desde las puntas a 
las bases de las vellosidades y desde la mucosa del ileon hasta la del duodeno. 

Funciones 

Es  un  enzima  muy  versátil,   participa  en  la  oxidación  de  una  amplia   variedad  de  
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substratos tanto endógenos (por ej. purinas) como exógenos (por ej. alcohol). Su función 
más reconocida es como factor limitante de la degradación de los ácidos nucleicos, 
durante la cual las purinas son oxidadas hasta ácido úrico. 

Mucho menos conocida es la capacidad de la xantina oxidoreductasa para catalizar la 
reducción de los nitratos y nitritos a óxido nítrico, en presencia de NADH, bajo 
condiciones de hipoxia. Esto junto con la localización vascular del enzima, sugiere que 
la xantina oxidoreductasa puede contribuir como fuente de óxido nítrico a partir de 
nitratos y nitritos endógenos en condiciones isquémicas, situaciones en las que la NOS 
no es efectiva, por lo que la actividad de ambas enzimas respecto a este aspecto se puede 
considerar complementaria416. Los nitratos y nitritos inorgánicos aceptan electrones del 
centro molibdeno, en contraste de los nitratos orgánicos, que son reducidos en el centro 
FAD402. 

La activación de la xantina oxidasa desde la xantina deshidrogenasa (concepto que se 
discute más adelante), no sucede sólo en respuesta a proteasas e isquemia, sino también 
a una variedad de mediadores proinflamatorios (factor de necrosis tumoral alfa �TNF
�, 
interleucina-3, componente del complemento C5a, ...). Por lo que en condiciones 
fisiológicas la xantina oxidasa puede formar parte de un mecanismo defensivo 
antimicrobiano, dada su capacidad de producir radical superóxido y peróxido de 
hidrógeno; y en presencia de nitritos, óxido nítrico, que al reaccionar con el radical 
superóxido originará peroxinitrito. Las especies reactivas del oxígeno derivadas de ésta 
iniciarían una respuesta inflamatoria en la microvasculatura facilitando la destrucción de 
patógenos circulantes, pero que en el caso de la isquemia/reperfusión tiene unas 
connotaciones lesivas. Esta propiedad justifica su distribución y la gran cantidad de 
enzima presente en el epitelio intestinal, tracto biliar, leche materna50,402. El óxido nítrico 
a su vez es capaz de inactivar la xantina oxidasa al reaccionar con un grupo tiol esencial 
del centro molibdeno reducido417. 

Otra dualidad del enzima es la ya comentada capacidad de producir potentes oxidantes, 
pero también genera ácido úrico, un potente antioxidante92,124-126. 

La estimulación celular con citoquinas como el interferón-� inducen la síntesis de 
xantina deshidrogenasa, aunque al mismo tiempo produce una inhibición 
postranscripcional de la actividad de la xantina deshidrogenasa y xantina oxidasa, debido 
a la producción de óxido nítrico, también inducida por la mencionada citoquina, el cual 
puede reaccionar con los grupos Fe2S2 o los grupos sulfhidrilo de la xantina oxidasa 
inhibiendo su actividad187. La inactivación de la xantina deshidrogenasa y xantina 
oxidasa puede representar otro aspecto protector del óxido nítrico en el lugar de la 
inflamación. 
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Además, la xantina oxidasa tiene una función importante en la absorción del hierro a 
nivel de la mucosa del intestino delgado138. Oxidándolo a su estado férrico137 promueve 
su incorporación a la transferrina de la mucosa138. La xantina deshidrogenasa, que no 
tiene capacidad ferroxidasa137, está implicada en la movilización del hierro desde las 
reservas de ferritina138,139, lo mismo que la xantina oxidasa en condiciones de 
anaerobiosis, mediante un mecanismo independiente a la producción de radical 
superóxido136. Ghio y cols.418 informan que la concentración de hierro a su vez regula 
los niveles y la actividad de la xantina oxidoreductasa en el pulmón siguiendo una 
correlación positiva, sin causar conversión de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa. 
Algo que ya había sido descrito respecto a la xantina oxidasa intestinal. Esto sugiere la 
posibilidad que la producción de ácido úrico uno de los principales captadores de hierro 
en el líquido extracelular, está directamente influenciado por el mismo hierro, por 
regular la expresión y/o actividad de su enzima productora, la xantina oxidasa. 

Isquemia/reperfusión y especies reactivas del oxígeno derivadas de la xantina oxidasa

El mecanismo de la lesión por reperfusión en el intestino delgado mediado por la xantina 
oxidasa fue propuesto por Granger y cols. en 198146. Esto se basa por un lado en el 
descubrimiento de McCord y Fridovich44 en 1968, que la xantina produce radical 
superóxido cuando se oxida en presencia de xantina oxidasa; y por otro lado, que la 
hipoxantina derivada de la degradación del ATP se acumula en los tejidos y plasma 
durante la hipoxia419,420. Postulan46 la importancia del sistema hipoxantina/xantina 
oxidasa en la lesión por hipoxia/reoxigenación en el intestino delgado. Esta observación 
ha sido corroborada por numerosos trabajos basándose en la observación que el 
alopurinol, un potente inhibidor competitivo de la xantina oxidasa, proporciona 
protección contra la lesión por reperfusión comparable a la ofrecida por los eliminadores 
de especies reactivas del oxígeno  (ver referencias bibliográficas en la página 64).  

Durante la isquemia se detiene la fosforilación oxidativa mitocondrial, rompiéndose el 
equilibrio entre el consumo y la formación de ATP, debido a las bajas concentraciones 
de oxígeno. La producción celular de ATP se hace dependiente de la fosforilación 
anaerobia, la cual sólo compensa en parte la disminución de éste, con la consiguiente 
formación de lactato a partir de glucosa. Esto da lugar a niveles elevados de lactato y 
NADH (nicotinamida adenindinucleótido reducido), y bajos de NAD+ (nicotinamida 
adenindinucleótido), lo que determina la inhibición de la glucolisis y la caída de los 
niveles de ATP y ADP (adenosindifosfato) mientras su consumo aún continúa (se observa 
una depleción completa de ATP intestinal a los 20 minutos de isquemia, por lo que en 
isquemias más prolongadas no se observan descensos adicionales)271,272. Aunque, Siems 
y cols.374 indican una rápida disminución de las concentraciones de los nucleótidos ATP y 
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GMP tras el comienzo de la isquemia, sin embargo discrepan en el sentido que no aprecian 
una completa depleción de estos metabolitos en las células epiteliales de mucosa intestinal. 
Lo mismo que Salzman y cols.421 que tras 120 minutos de isquemia hallan una marcada 
disminución de los niveles de ATP, pero que no es total. Lo que sí está claro es (figura 5) 
el catabolismo del ATP a AMP (adenosinmonofosfato), posteriormente a adenosina, y 
esta última es degradada a inosina e hipoxantina367,377. Una vía alternativa desde el AMP 
es a través del inosinmonofosfato (IMP) hasta la hipoxantina272. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Representación esquemática de las vías biosintética, de degradación y recuperación de las 
purinas en la isquemia aguda272. ATP: adenosintrifosfato, ADP: adenosindifosfato, Pi: fósforo inorgánico, 
PCr: fosfocreatina, AMP: adenosinmonofosfato, Cr: creatina, GDP: guanosindifosfato, GTP: 
guanosintrifosfato, IMP: inosinmonofosfato, PPi: pirofosfato, PRPP: 5-fosforibosil-1-pirofosfato. 

ATP
Trabajo mecánico                               Fosforilación oxidativa

Biosíntesis                               Glicólisis, o
Transporte activo                              PCr             Cr

ADP
Pi

AMP                                      Adenosina

IMP

Hipoxantina                                 Adenina

Xantina

Ácido úrico

Inosina

ADP
ATP ADP    ATP

PP
i

PRPP

GDP

GTP

PPi
PRPP

Vía sintética

ATP
Trabajo mecánico                               Fosforilación oxidativa

Biosíntesis                               Glicólisis, o
Transporte activo                              PCr             Cr

ADP
Pi

AMP                                      Adenosina

IMP

Hipoxantina                                 Adenina

Xantina

Ácido úrico

Inosina

ADP
ATP ADP    ATP

PP
i

PRPP

GDP

GTP

PPi
PRPP

Vía sintética

Entre todos los tejidos la mucosa de la vellosidad intestinal contiene la mayor 
concentración de xantina deshidrogenasa, a la cual corresponde entre el 80 y el 90 % de 
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la actividad xantina oxidoreductasa total en el tejido sano47,406. La xantina 
deshidrogenasa metaboliza a la hipoxantina hasta ácido úrico en dos pasos. Utiliza el 
NAD+ como cosubstrato receptor de electrones399,404. 

   hipoxantina + H2O + NAD+  xantina + NADH + Hxantina deshidrogenasa��������

�

+      Reacción 47 

    xantina + H2O + NAD+  ácido úrico + NADH + Hxantina deshidrogenasa������� +      Reacción 48 

La xantina deshidrogenasa, al igual que la xantina oxidasa (ver reacciones 49 y 50, 
página 73), también puede producir radical superóxido cuando utiliza la hipoxantina o la 
xantina, y el oxígeno molecular como substratos. De hecho la xantina deshidrogenasa, 
por sí misma, es considerablemente más eficiente que la xantina oxidasa en la 
producción de radical superóxido403,422,423, pero en condiciones normales las células 
tienen grandes cantidades de NAD+, el cual competiría con el oxígeno molecular, y dado 
que la xantina deshidrogenasa tiene mayor afinidad por el primero que por el segundo, la 
producción de radical superóxido por este enzima en condiciones fisiológicas no tiene 
tanta relevancia400,403. 

Conversión de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa 

Tras un periodo de isquemia intestinal, y como consecuencia de la depleción de ATP la 
actividad de la Ca++-ATPasa decrece, aumentando la afluencia de calcio intracelular300,303, 
lo cual provoca que la xantina deshidrogenasa en el intestino sea convertida, por 
proteolisis, de manera irreversible a xantina oxidasa47,404-406,424. La proteolisis lo que 
hace es eliminar un fragmento polipeptídico N-terminal (20 kDa) de una de las 
subunidades400. Éste sin embargo no es esencial para la actividad oxidasa, pero sí parece 
ser esencial para mantener la conformación enzimática requerida para la unión e 
interacción apropiada con el NAD+ (referencias 425 y 424). Un inhibidor de la tripsina 
proporciona in vivo una protección contra la lesión por isquemia/reperfusión, 
equiparable a los tratamientos con superóxido dismutasa y alopurinol295. 

El punto más controvertido en la conversión de la xantina deshidrogenasa a xantina 
oxidasa en los tejidos isquémicos es la secuencia temporal. Según algunos trabajos esta 
conversión es máxima después de pocos minutos47,262,364. En otros estudios, en algunos 
tejidos y varias especies de animales se ha visto que la conversión de xantina 
deshidrogenasa a xantina oxidasa ocurre mucho más lentamente y sólo se hace evidente 
después de varias horas de isquemia406,407,426,427. Ya se ha comentado la escasa actividad 
xantina oxidasa, y la abundante xantina deshidrogenasa en tejidos como el cerebro y 
corazón, los cuales se dañan fácilmente tras la depleción de ATP. La estabilidad de la 
xantina deshidrogenasa a la conversión oxidativa (ver más adelante) o proteolítica sugiere 
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un mecanismo defensivo contra en daño causado por la xantina oxidasa414. En el intestino 
delgado de rata el 50 % de la xantina deshidrogenasa se convierte en xantina oxidasa, 
sólo tras 2 horas de isquemia406. 

Otros autores428 observan (en cultivos de células del endotelio microvascular pulmonar) 
que la conversión de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa no tan sólo es lenta sino 
insignificante, haciéndose más rápida durante la reoxigenación, y se reafirman 
argumentando que muchos de los trabajos referenciados48,275,407,427 utilizan para el 
estudio un órgano entero, el cual sufre periodos de perfusión, aunque limitados y 
reducidos, durante los cuales puede aportarse cierta cantidad de oxígeno. Apoya esto la 
observación de que en presencia de determinadas cantidades de oxígeno la xantina 
deshidrogenasa puede convertirse en xantina oxidasa428. Hay evidencia que la xantina 
deshidrogenasa plasmática se convierte a xantina oxidasa tras sólo un minuto de 
hipoxia407,410. 

Harrison402 en su trabajo de revisión comenta que algunos autores que no advierten casi 
conversión en estudios in vivo, sugieren que los datos contradictorios sobre este asunto 
se pueden atribuir a la homogeneización del tejido y demás procedimientos, por el gran 
riesgo de la xantina oxidoreductasa a exponerse a proteasas durante el almacenamiento 
del tejido y su posterior manipulación. Meneshian y Bulkley50 en otro trabajo de revisión 
comentan que al intentar aislar el enzima, o en presencia de calor, solventes orgánicos, 
proteasas, baja tensión de oxígeno, o bajo ciertas condiciones fisiopatológicas que 
incluyen la presencia de diversos mediadores proinflamatorios, se producirá la 
proteolisis de la xantina deshidrogenasa. 

Hossain y cols.429, Sanders y cols.422,423 y Harrison402 también apuntan que la xantina 
oxidasa no es esencial para la generación de especies reactivas del oxígeno por parte de 
la xantina oxidoreductasa. Aunque, como ya hemos comentado anteriormente la xantina 
deshidrogenasa prefiere donar sus electrones al NAD+, ésta también reducirá al oxígeno 
molecular, aunque de manera menos eficiente que la xantina oxidasa. Además, ambas 
formas del enzima muestran actividad NADH oxidasa, con capacidad para generar 
especies reactivas del oxígeno, siendo la xantina deshidrogenasa bastante más eficaz 
respecto a esto. Aunque los niveles elevados de NADH en la isquemia pueden servir 
para incrementar la producción de especies reactivas del oxígeno mediante la actividad 
NADH oxidasa de ambas formas del enzima, también se ha argumentado que una 
concentración elevada de NADH inhibiría la xantina deshidrogenas desplazando el flujo 
de electrones hacia la xantina oxidasa con la consiguiente producción de especies 
reactivas del oxígeno. En consecuencia, una mayor actividad de la xantina 
oxidoreductasa en conjunto independientemente de la relación xantina 
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deshidrogenasa/xantina oxidasa, puede servir para incrementar los niveles de especies 
reactivas del oxígeno402,422. 

Friedl y cols. observan in vitro una conversión proteolítica rápida (entre 5 y 10 minutos) 
en células endoteliales, estimuladas por citoquinas como el componente del 
complemento C5a, o el factor de necrosis tumoral430. En un modelo in vivo, al tiempo de 
conversión se le debería añadir el de la producción de estos mediadores inflamatorios. 

Terada y cols.431 en su estudio in vitro, basándose en una observación previa de que la 
hiperoxia disminuye la actividad de la xantina deshidrogenasa y la xantina oxidasa en la 
célula endotelial, muestran en su modelo de hipoxia crónica, que ésta induce un 
incremento en la actividad xantina oxidasa, que no implica una conversión irreversible 
de la xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa, sino más bien un incremento en la suma 
de actividades de ambas enzimas. Kayyali y cols.432 en otro estudio in vitro también 
observan que la hipoxia, incrementa la actividad xantina deshidrogenasa/xantina oxidasa 
independiente de síntesis proteica, para lo cual es necesario la fosforilación de la xantina 
oxidoreductasa a través de un mecanismo que implica a quinasas. 

Una explicación física de la conversión no proteolítica de xantina deshidrogenasa a 
xantina oxidasa compatible con lo expuesto la hicieron Waud y Rajagopalan en 
1976424,425. Como ya se ha comentado, la xantina deshidrogenasa es la forma 
predominante con aproximadamente 14 grupos sulfhidrilos por unidad, en la proximidad 
de cada centro activo del enzima424. A medida que se van oxidando los grupos 
sulfhidrilos se forman puentes disulfuro, con una pérdida concomitante de la actividad 
deshidrogenasa. La conformación del enzima se altera a medida que el número de 
puentes disulfuro aumenta, lo cual va reduciendo su afinidad por el NAD+, hasta que 
finalmente se pierde la actividad deshidrogenasa formándose una forma reversible de 
xantina oxidasa, la cual posee aproximadamente 4 grupos sulfhidrilo. Parece ser que un 
número muy limitado de grupos sulfhidrilo son críticos para mantener la forma 
deshidrogenasa, y su oxidación sólo tiene lugar después de la de otros grupos sulfhidrilo 
de la misma molécula424. Kaminski y Jezewska433 observan que la oxidación de tan sólo 
un grupo sulfhidrilo en el centro activo del enzima es suficiente para que esta pierda la 
actividad dependiente del NAD+, ya que este grupo tiol esencial, en contraste con los 
otros no esenciales, está implicado en la unión del NAD+ con el centro activo de la 
xantina deshidrogenasa. McManamann y Bain434, en un trabajo reciente demuestran que 
la conversión de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa implica un cambio estructural 
global que va unido a una reducción en el aparente tamaño hidrodinámico de la xantina 
oxidoreductasa. El cambio estructural expone la región circundante a Phe560. Cambios 
estructurales en esta región, parecen ser críticos en la interconversión entre ambas 
formas del enzima. Este trabajo no apoya las conclusiones basadas en la digestión 
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proteolítica, en la que alteraciones dentro de la región N-terminal rica en cisteína, por 
partición a nivel de Lys185, es responsable de la conversión de xantina deshidrogenasa a 
xantina oxidasa424,434. 

En el tejido sano junto con la xantina deshidrogenasa, existe una segunda forma de 
xantina oxidasa que se encuentra junto a esta, aunque no deriva de ella. Parece ser un 
producto intermedio entre la forma deshidrogenasa y la oxidasa. Este tipo de xantina 
oxidasa puede utilizar como aceptor de electrones tanto al oxígeno como al NAD+ 
(ambos compiten entre sí por el mismo lugar de la molécula) aunque la afinidad es 
considerablemente mayor para el último. Este producto intermedio posee, y valga la 
redundancia, un número intermedio de grupos sulfhidrilo expuestos a la oxidación399.  

En la proteolisis que sufre la xantina deshidrogenasa o la xantina oxidasa reversible para 
formar xantina oxidasa irreversible, como se ha comentado previamente, se elimina de la 
molécula precursora un fragmento polipeptídico de una de las subunidades de 20 kDa, el 
cual contiene aproximadamente 10 grupos sulfhidrilo399.  

Ya se ha apuntado que la hipoxantina se acumula en los tejidos durante la hipoxia como 
resultado del catabolismo del ATP143,145,310,367,369,419-421,429. Esta puede servir de substrato 
tanto de la enzima xantina deshidrogenasa como de la xantina oxidasa. Al no haber 
suministro de oxígeno, esta mayor concentración tisular de hipoxantina no se metaboliza 
a xantina y ácido úrico vía xantina oxidasa. Sucede en el momento de la reperfusión, 
oxidándose las primeras hasta el último (figura 4, reacciones 49 y 50), todo ello 
catalizado por la xantina oxidasa que transfiere (reduce) en un paso los electrones al 
oxígeno molecular (en lugar del NAD+), y de esa manera se genera como un producto de 
la oxidación el radical superóxido44,435. 

          hipoxantina + H2O + 2 O2  xantina + 2 Oxantina oxidasa������

�

2�
�  + 2 H+        Reacción 49 

           xantina + H2O + 2 O2  ácido úrico + 2 Oxantina oxidasa����� 2�
�  + 2 H+        Reacción 50 

Justo antes de la reperfusión el sistema xantina oxidasa carece sólo de un substrato para 
generar especies reactivas del oxígeno, el oxígeno. Al iniciarse, éste es reintroducido de 
repente y en exceso, esto conlleva mediante la reducción univalente del mismo la 
generación de superóxido44, y/o mediante la reducción divalente la formación de 
peróxido de hidrógeno436. El que se siga una vía u otra depende del pH, y de la tensión 
de oxígeno; el aumento de uno o ambos parámetros favorecería la reducción 
univalente436. Según Porras y cols.45 cuando se mezcla xantina oxidasa con altas 
concentraciones de oxígeno, mediante la transferencia de 6 electrones producirá durante 
una fase de oxidación rápida 2 moléculas de H2O2, y 1 molécula de O2�

�  al final de esta 
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fase; otra molécula de O2�
�  se produce más lentamente (la velocidad de esta última fase 

depende de la concentración de oxígeno). Ambas especies reactivas del oxígeno en 
presencia de hierro pueden formar radicales hidroxilo (reacción 6 y 7, página 8), el cual 
parece mediar en la lesión microvascular inducida por isquemia/reperfusión276,295,373,394. 
Considerando que el intestino es una fuente rica en hierro es probable que este catalice la 
reacción de Haber-Weiss (reacción 4, página 7) o de Fenton (reacción 7, página 8) a este 
nivel. La proporción relativa de radical superóxido y peróxido de hidrógeno liberados 
desde el sitio activo del enzima, dependen del pH, de la concentración de oxígeno 
molecular y de la concentración de substrato14. 

Al contrario que antiguamente, cuando se asumía como norma general que la xantina 
oxidasa producía como única especie reactiva del oxígeno radical superóxido44, hoy se 
sabe que puede producir peróxido de hidrógeno45,436. También se ha sugerido que en 
condiciones de anaerobiosis el enzima puede reducir el peróxido de hidrógeno a radical 
hidroxilo435, pero un trabajo posterior demostró que ello era debido a la contaminación 
inesperada de la preparación de xantina oxidasa con hierro, el cual se encuentra unido al 
enzima, y es el que cataliza la formación de radical hidroxilo desde el peróxido de 
hidrógeno437. 

Por lo tanto, una producción masiva de especies reactivas del oxígeno puede desbordar 
las defensas antioxidantes naturales y producir daño oxidativo96. 

Síndrome de disfunción multiorgánico 

Una gran cantidad de datos sugiere que la xantina oxidasa produce estrés oxidativo a 
nivel intracelular117,309,367,368,384,431. Sin embargo, la xantina oxidasa también puede 
producir estrés oxidativo en tejidos remotos vía rutas extracelulares (por ej. 
intravascular) tras la liberación de la xantina oxidasa a la circulación391,407-410, 
posiblemente por un mecanismo de transporte activo que no por citolisis428. 

El intestino isquémico puede liberar a la circulación308 xantina deshidrogenasa (en el 
plasma es convertida rápida y reversiblemente a xantina oxidasa después de tan sólo un 
minuto de isquemia407,410) y xantina oxidasa, la cual puede reaccionar con substratos 
purínicos, los cuales se acumulan en grandes concentraciones durante la isquemia145,419-421 
(la hipoxantina atraviesa fácilmente las membranas hasta el espacio extracelular). Esto 
en la reperfusión favorece la producción de especies reactivas del oxígeno 
intravasculares a través de la xantina oxidasa circulante o después de que la xantina 
oxidasa se una y concentre en la superficie de las células endoteliales vasculares. 

Tan y cols.410 observan que la xantina oxidasa se une a las células endoteliales 
vasculares de manera reversible, de forma parecida a como lo hace la heparina. Esto 
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junto con una vida media elevada (4 a 6 horas), sugiere que la xantina oxidasa 
intravascular se encuentra en equilibrio entre la fase vascular y los glicosaminoglicanos 
sulfatados (incluyendo el sulfato de heparina, heparina, ácido hialurónico, queratin 
sulfato, y condroitinsulfato) localizados en el glicocálix de las células endoteliales y en 
la matriz intersticial. Los glicosaminoglicanos no se localizan sólo en la superficie de las 
células endoteliales, también se han identificado en fibroblastos y diversas membranas 
basales. Todas las células y componentes intersticiales tienen algún componente 
aniónico, con el que podría interaccionar la xantina oxidasa. Todo ello indica que la 
xantina oxidasa además de unirse a las células endoteliales lo hace a la mayoría de las 
células en los tejidos y en el intersticio. Por ello la actividad de la xantina oxidasa en la 
superficie celular puede ser considerablemente mayor que en el plasma. 

Este patrón tan diseminado de unión y la concentración de la xantina oxidasa en el 
glicocálix apunta a que la xantina oxidasa liberada por la isquemia intestinal puede 
causar un daño extenso y severo en la vasculatura, tejidos e intersticio, al reaccionar con 
los sustratos purínicos que se acumulan en el plasma durante la isquemia produciendo 
especies reactivas del oxígeno407,410. 

Además, los mediadores inflamatorios liberados como consecuencia de la reperfusión, 
pueden activar a leucocitos circulantes y células endoteliales, incrementando la 
presentación de moléculas de adhesión y promover la interacción neutrófilo � célula 
endotelial en múltiples lechos vasculares. Así, una consecuencia perjudicial añadida de 
la reperfusión de tejidos es el desarrollo de lesión en órganos no implicados en la lesión 
isquémica inicial (pulmón, hígado, corazón, ...)291,294,306,307,376,378,409,438-440. A esto se le 
conoce como Síndrome de disfunción multiorgánico441,442. 

Uno de los aspectos más estudiados tras la reperfusión del intestino isquémico es la 
alteración remota a nivel pulmonar, objetivada por el escape transvascular de albúmina y 
disminución de los niveles de ATP306,307,409,439. Koike y cols.306 implican a la activación 
de la fosfolipasa A2 en este síndrome, generando mediadores lipídicos proinflamatorios 
que promueven la adhesión entre los leucocitos y la célula endotelial. Más tarde 
concretan que se trata del grupo IIA de la fosfolipasa A2

307. Terada y cols.409 observan 
que la actividad de la xantina oxidasa circulante se incrementa tras la reperfusión del 
intestino isquémico, produciendo una acumulación de leucocitos en el pulmón, lo cual 
apoya una función quimiotáctica (que se sumaría a la de otros mediadores inflamatorios) 
de la xantina oxidasa mediante la producción de especies reactivas del oxígeno, 
regulando el tráfico de leucocitos inflamatorios en múltiples órganos. Se ha sugerido que 
el radical superóxido derivado de la xantina oxidasa puede actuar sobre un componente 
del plasma normal convirtiéndolo en un potente quimiotáctico que atrae a los neutrófilos 
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al lugar de la inflamación15,52,443, y que a diferencia de otros factores quimiotácticos (ej. 
fragmento C5a del complemento), el factor que depende del superóxido no estimula la 
degranulación o la producción de radical superóxido en los leucocitos15,443. Zimmerman 
y cols.359 matizan este concepto al no observar la producción de una sustancia con 
actividad quimiotáctica significativa tras la interacción entre el radical superóxido y el 
líquido extracelular de gato, que explique la infiltración de los granulocitos inducida por 
la reperfusión. Sin embargo, muestran que el peróxido de hidrógeno (el producto de la 
dismutación del radical superóxido) estimula la quimiotaxis en presencia de hierro 
catalíticamente activo (hemoglobina, ion ferroso) en el líquido extracelular en el momento 
de la reperfusión. Lo que está en consonancia con las observaciones de Terada y cols.409 
los cuales apuntan que las especies reactivas del oxígeno derivadas de la xantina oxidasa 
circulante median la retención de neutrófilos en el pulmón, pero no su lesión, la cual 
sucedería por la conjunción con otros factores. 

Schoenberg y cols.291 implican además, a los metabolitos de las prostaglandinas en las 
alteraciones de la circulación sistémica y pulmonar, y en la disfunción cardiaca, 
observadas en su modelo de isquemia/reperfusión; Turnage y cols.294 al tromboxano A2 
liberado en el endotelio vascular pulmonar tras la isquemia/reperfusión intestinal, y Filep 
y cols.438 al PAF (factor activador de las plaquetas). 

Horie y cols.440 muestran que la isquemia/reperfusión intestinal produce un incremento 
en la cantidad de P-selectina en diversos órganos, incluyendo el intestino delgado, 
hígado y pulmón, y que el óxido nítrico modula esta respuesta, disminuyendo el 
reclutamiento de los leucocitos en fase de rodamiento. 

 

Así pues, el enzima xantina oxidasa, junto con su substrato la hipoxantina y la xantina 
son una fuente muy importante de superóxido en el tejido postisquémico275,276,367,385. La 
observación de que la inhibición, depleción o inmunoneutralización de la xantina 
oxidasa reduce la lesión postisquémica apoya la teoría de que las especies reactivas del 
oxígeno derivadas de la misma contribuyen a la patogénesis de la lesión por 
isquemia/reperfusión48,49,51,261,262,264,265,309. 

En consecuencia, la contribución del sistema hipoxantina – xantina/xantina oxidasa en la 
isquemia/reperfusión puede ser fundamental, aunque más complejo de lo que se 
previó46,309,420. 
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Como contrapunto, poniendo de manifiesto la ya referida doble vertiente en las 
propiedades de las especies reactivas del oxígeno, dañina y reguladora, Boros y cols.257 
sugieren que éstas probablemente participan en la vasoregulación postoclusiva a través 
de la liberación local de histamina. La histamina es un potente dilatador arteriolar y del 
esfínter precapilar, la cual puede actuar a través de los receptores H1 y H2 presentes en la 
circulación mesentérica. Observan que el incremento de los niveles de histamina en la 
reperfusión, es proporcional a la duración de la isquemia, seguida de una rápida 
disminución en su concentración. Así pues, la histamina puede contribuir a la 
vasodilatación local compensatoria tras la isquemia intestinal, sin afectar a la presión 
arterial sistémica257. En la hiperemia reactiva que caracteriza la reperfusión del intestino 
isquémico, también se han implicado a los péptidos vasoactivos derivados de la rica red 
de nervios que posee este órgano444. Asimismo se ha descrito un mecanismo 
vasorelajante que depende del endotelio y que está modulado por el radical hidroxilo445. 
Otros trabajos muestran una acción vasodilatadora de las especies reactivas del 
oxígeno446,447 independiente del endotelio448,449, aunque también pueden provocar 
vasoconstricción448. 

 

Leucocitos48,65,319

En la reperfusión del intestino isquémico se producen una serie alteraciones típicas de 
una respuesta inflamatoria aguda. La magnitud de esta respuesta está en gran parte 
determinada por la severidad267,284,450-452 y duración279,360,361,450,451,453 de la isquemia, 
ocasionando la pérdida vascular de proteínas y edema289,454,455. Estos cambios se 
correlacionan positivamente con un infiltrado de células 
inflamatorias142,145,248,359,453,456,457, de las cuales más del 80 % son neutrófilos319. 

Existen cuatro circunstancias que claramente implican a los leucocitos en la lesión por 
isquemia/reperfusión:

1. Se acumulan en los tejidos expuestos a la isquemia y reperfusión142,145,359,456,457. 

2. La depleción de los neutrófilos circulantes reduce de manera significativa la 
disfunción microvascular y de las células parenquimatosas317,318,455. 

3. Las sustancias que previenen la activación y/o la adhesión de los leucocitos a la célula 
endotelial son efectivas para prevenir la lesión por reperfusión145,316,317,453,455,456,458,459. 

4. Así como el empleo de animales genéticamente deficientes en moléculas que median 
la adhesión entre el leucocito y la célula endotelial460. 
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La cascada de eventos que conducen a la lesión por reperfusión la inicia las especies 
reactivas del oxígeno derivadas de la xantina oxidasa46,48,309,325,333. Estas, junto a los 
mediadores proinflamatorios producidos y liberados tras las alteraciones en los 
constituyentes tisulares provocadas por estas especies reactivas, activan, atraen, y 
promueven la adherencia de los neutrófilos al endotelio 
microvascular142,145,316,359,431,458,459, cuya actuación explicaría la ampliación del estrés 
oxidativo que ocurre después. 

Mediante técnicas de microscopia intravital se ha podido cuantificar en la vasculatura la 
acumulación de los leucocitos durante la reperfusión del intestino 
delgado236,248,312,316,453,458 y, mediante determinación de la actividad mieloperoxidasa se 
ha cuantificado en el tejido la infiltración en la mucosa142,145,359,375,377-379,397,429,456,457,461-463. 

Entre las sustancias implicadas como responsables de la acumulación de los granulocitos 
tras la isquemia/reperfusión intestinal se encuentran las especies reactivas del oxígeno, el 
factor activador de las plaquetas, el leucotrieno B4, la fosfolipasa A2. 

� Especies reactivas del oxígeno. Se ha sugerido que el radical superóxido actúa sobre 
un componente del plasma normal convirtiéndolo en un potente quimiotáctico que 
atrae a los neutrófilos al lugar de la inflamación15,52,443, y que a diferencia de otros 
factores quimiotácticos (ej. fragmento C5a del complemento), el factor que depende 
del superóxido no estimula la degranulación o la producción de radical superóxido en 
los leucocitos15,443. Ya se ha aclarado en la página 76 que Zimmerman y cols.359 
matizan este concepto implicando al peróxido de hidrógeno. 

Perez y cols.464 implican a un lípido, derivado de la acción de cualquiera de las 
especies reactivas del oxígeno al actuar sobre el ácido araquidónico, con capacidad 
quimiocinética y quimiotáctica. 

El radical superóxido reacciona con el óxido nítrico segregado por las células 
endoteliales, inactivándolo y evitando la acción antiadhesiva de éste último, y por 
consiguiente se produce un incremento en el número de leucocitos que se adhieren y 
emigran202,258-260. 

Además del radical superóxido, el peróxido de hidrógeno induce la adherencia de los 
neutrófilos por un mecanismo mediado por el PAF459. 

Sea como fuere, ya sea porque las especies reactivas del oxígeno activan sustancias 
quimiotácticas y/o porque ellas mismas actúan como tales, el empleo de sustancias 
que evitan la formación de estas especies reactivas del oxígeno, disminuye de manera 
significativa la adhesión y la extravasación de los leucocitos, así como los niveles de 
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mieloperoxidasa que se observan normalmente tras la isquemia/reperfu-
sión142,145,316,359,379,458,465. 

� Hay dos circunstancias que ponen en evidencia una participación del factor 
activador de las plaquetas (PAF) como mediador en la infiltración y adhesión de los 
granulocitos inducida por la reperfusión en el intestino postisquémico: una, que los 
niveles de PAF durante el periodo de reperfusión se encuentran aumentados y, otra 
que los antagonistas del receptor PAF atenúan el incremento, tanto de 
mieloperoxidasa como la adherencia y emigración de los leucocitos inducidos por la 
reperfusión266,312,438,459. Sin embargo, el PAF no es responsable de la migración de los 
leucocitos dentro del intersticio466. 

� De una manera similar también se ha implicado al leucotrieno B4 (LTB4) como 
mediador de la infiltración y adhesión de los granulocitos tras la reperfusión en el 
intestino delgado. Los niveles de leucotrieno B4 se encuentran elevados en el intestino 
postisquémico, y el antagonismo o la inhibición de su síntesis reduce la infiltración de 
los neutrófilos inducida por la reperfusión293,312. Al igual que anteriormente, 
Bienvenu y cols.466, en su estudio sobre la migración de los leucocitos dentro del 
intersticio, indican que el leucotrieno B4 no es responsable de ésta en su modelo de 
isquemia/reperfusión. 

� La fosfolipasa A2 activada media en la formación de varios agentes proinflamatorios 
y sustancias potencialmente tóxicas, como los metabolitos del ácido araquidónico (ej. 
el leucotrieno B4), lisofosfolípidos y PAF. Aunque también se le ha involucrado en la 
eliminación de productos derivados de la peroxidación lipídica de las membranas. 
Debido al mayor nivel de calcio intracelular se produce su activación durante la 
isquemia, y durante la reperfusión por la peroxidación dependiente de las especies 
reactivas del oxígeno. Su activación se asocia con infiltración de polimorfonucleares, 
además de peroxidación lipídica y mayor permeabilidad y lesión de la mucosa 
intestinal, lo cual se previene con inhibidores de la fosfolipasa A2

304,305. Aunque otros 
autores utilizando la valoración histológica de la mucosa como índice de lesión, no 
observan que este tratamiento sea eficaz389. 

Estos mediadores inflamatorios liberados a la circulación sanguínea como consecuencia 
de la reperfusión, junto con otros (TNF
, productos de la activación del complemento, 
depleción y/o inactivación del óxido nítrico, ...), pueden activar a los leucocitos 
circulantes y células endoteliales, incrementando la cantidad de moléculas de adhesión, 
y promover la interacción neutrófilo � célula endotelial en lechos vasculares de órganos 
remotos, dando origen al síndrome de disfunción multiorgánico. 
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Sustancias liberadas por los leucocitos

Los leucocitos están muy bien equipados para promover la inflamación. Su adherencia 
causa una lesión celular adicional por la liberación de oxidantes y diversas sustancias 
humorales. Entre los diversos mediadores liberados por los leucocitos, particularmente 
polimorfonucleares que contribuyen a la lesión por reperfusión, se encuentran: 

� Las especies reactivas del oxígeno (radical superóxido, peróxido de hidrógeno, ácido 
hipocloroso, radical hidroxilo)54-56,59. 

La importante producción de superóxido por los leucocitos se lleva a cabo por medio 
de una NADPH oxidasa que se encuentra unida a la membrana leucocitaria59-61 
(reacción 7, página 8), y no vía xantina oxidasa, ya que no contienen cantidades 
significativas de la misma. Ésta cataliza la transferencia de electrones desde el 
NADPH (producto de la vía de las hexosas fosfato) al oxígeno molecular. 
Normalmente la NADPH oxidasa se encuentra en estado latente, pero se activa 
rápidamente por diversos mediadores inflamatorios (complemento, endotoxinas, 
leucotrieno B4, inmunocomplejos, factor activador de las plaquetas, ...) que estimulan 
los receptores de la membrana de los leucocitos61. Esta última enzima no es inhibida 
por el alopurinol, pero sí inactivada por el óxido nítrico467.  

Además, una vez activados también generan mieloperoxidasa, un enzima que cataliza 
a partir del peróxido de hidrógeno, la formación de ácido hipocloroso (reacción 22, 
página 19) y cloraminas (reacción 23, página 19). El ácido hipocloroso posee una 
gran capacidad bactericida y puede participar también en el inicio de la destrucción 
tisular. 

� El neutrófilo activado produce óxido nítrico176 a la vez que radical superóxido55,59. 
Ambos pueden reaccionar y formar peroxinitrito69,213,214 (reacción 41, página 48), el 
cual es un agente citotóxico adicional que a su vez puede acabar formando potentes 
oxidantes37,69,71,224. Ver “El óxido nítrico en la isquemia/reperfusión” en esta misma 
sección, página 97. 

� Citoquinas. Por ejemplo el TNF
, importante sustancia proinflamatoria que produce 
disfunción endotelial e inhibe la liberación de óxido nítrico. 

� Enzimas proteolíticos. Entre los más importantes están la elastasa, colagenasa y 
gelatinasa. Con ellas los neutrófilos puede degradar los componentes clave de la 
membrana basal de la célula endotelial y la matriz intersticial, así como las uniones 
proteicas que mantienen la función de la barrera endotelial54,296. 
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� Leucotrienos, el más representativo es el leucotrieno B4, producido por la vía de la 
lipooxigenasa en el metabolismo del ácido araquidónico. Es un potente agente 
quimiotáctico que activa a los neutrófilos, promueve su adherencia al endotelio y 
emigración al intersticio, así como la disfunción microvascular, la cual provoca una 
pérdida de proteína por aumento de permeabilidad312. No obstante, como ya se ha 
aclarado anteriormente, no interviene en la migración dentro del intersticio466. El 
óxido nítrico puede alterar la capacidad de esta célula para sintetizar leucotrieno 
B4

468. 

� Factor activador de las plaquetas. Este fosfolípido es un potente mediador 
inflamatorio, producido no tan sólo por los neutrófilos y macrófagos, sino también 
por las células endoteliales y las plaquetas. En condiciones normales el PAF forma 
parte de las membranas celulares, el cual una vez liberado produce numerosos 
efectos: agregación y degranulación de las plaquetas, contracción del músculo liso, 
activación y quimiotaxis de los neutrófilos, e incrementa la permeabilidad vascular. 
El efecto del PAF sobre el tono vascular es variable. A bajas concentraciones produce 
vasodilatación, y en algunos tejidos vasoconstricción cuando ésta es elevada. Además 
produce marcada hipotensión, isquemia mesentérica, hemoconcentración y 
adherencia al endotelio y emigración de los leucocitos312,438. Aunque como se ha 
señalado anteriormente no interviene en la migración dentro del intersticio466. 

Moléculas para la adhesión en los leucocitos320,323,460

Los neutrófilos circulantes son reclutados hacia los lugares inflamados y con lesión 
tisular mediante un proceso altamente regulado, el cual ocurre principalmente en la 
microvasculatura (vénulas postcapilares). Las moléculas de adhesión en la superficie de 
los neutrófilos y células endoteliales aseguran una secuencia ordenada de interacciones 
entre ambas células que promueve la adherencia y la posterior migración transendotelial 
de los leucocitos en el tejido inflamado. 

Los neutrófilos presentan en su superficie unas glicoproteínas para la adhesión que 
interactúan en la superficie de la célula endotelial con unos ligandos durante la 
isquemia/reperfusión. 

Las �2 integrinas son unos heterodímeros formadas por una subunidad común � (CD18) 
que está unida de manera no covalente a una subunidad 
, de la cual existen tres tipos 
inmunológicamente distintas, CD11a, CD11b y CD11c. El ligando específico de cada �2 
integrina depende principalmente de la cadena 
 asociada. 
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Figura 6. Interacciones celulares durante la adhesión leucocitaria y posterior migración transendotelial 
desde el torrente sanguíneo. Se indican las fases del proceso y las familias de moléculas implicadas en 
cada fase. Según Corbí López y cols.469. 

Aunque los leucocitos circulantes en estado basal presentan cantidades sustanciales de 
integrinas diferentes en su superficie celular, estas glicoproteínas son funcionalmente 
inactivas. Su activación la provocan citoquinas y otros agentes quimiotácticos (péptidos 
bacterianos, PAF, leucotrieno B4). 

La CD11a/CD18‡ se encuentra en la superficie de los neutrófilos y otras células 
inflamatorias en estado basal, e interactúa con otras glicoproteínas que se encuentran en 
la superficie de las células endoteliales, ICAM-1 (molécula de adhesión intracelular-1) y 
ICAM-2 (molécula de adhesión intracelular-2), promoviendo la adhesión firme de los 
leucocitos. Ya que la CD11a/CD18 no se encuentra almacenada de manera apreciable en 
los gránulos de los neutrófilos, no existe una reserva desde la cual se pueda movilizar 
una cantidad adicional a la superficie del neutrófilo activado. Los mediadores 
inflamatorios o citoquinas, e incluso la anoxia/reoxigenación, son incapaces de estimular 
la presencia de un mayor número de CD11a/CD18 en la superficie del neutrófilo. 

Las CD11b/CD18§ y CD11c/CD18**  se  presentan  principalmente en los granulocitos y  

                                                 
‡ Denominaciones alternativas son: LFA-1 (antígeno asociado a la función del linfocito), �L�2 (referencia 

460). 
§  Denominaciones alternativas son: Mac-1, MO1, CR3, �M�2 (referencia 460). 
**  Denominaciones alternativas son: p150,95, �x�2 (referencia 460). 
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monocitos. La mayor parte de estas glicoproteínas de adhesión se encuentran 
almacenadas en gránulos, y se pueden movilizar rápidamente a la superficie de los 
neutrófilos, al fusionarse la membrana de los gránulos con la membrana celular tras la 
estimulación. La activación de los neutrófilos por medio de mediadores inflamatorios o 
citoquinas, da como resultado una mayor presencia de ambas glicoproteínas en la 
superficie de los mismos, que oscila entre tres y diez veces. Asimismo, la 
anoxia/reoxigenación puede ser un estímulo para producir este mismo efecto, pero sólo 
con la CD11b/CD18453. 

La adhesión de los neutrófilos no estimulados al endotelio, depende exclusivamente de 
la interacción  CD11a � ICAM-1, mientras que la adhesión de los neutrófilos activados 
depende de las interacciones del CD11a y CD11b con el ICAM-1. No se ha determinado 
el ligando de CD11c. 

Las selectinas se encuentran tanto en los neutrófilos, como en las células endoteliales. 
Modulan la adhesión entre ambos. 

La L-selectina†† se encuentra en la superficie de los neutrófilos en estado de reposo. Está 
implicada en el rodamiento de los neutrófilos sobre las células endoteliales activadas, 
observado a los 10 minutos de la reperfusión453, pero no cuando éstas últimas están en 
estado de reposo, indicando que el ligando que se une a la L-selectina no está presente 
en las células endoteliales en condiciones de normalidad, como son la P-selectina y la E-
selectina, entre  otros.  La  unión  de  los  neutrófilos  con  las  células  endoteliales  
mediada  por la L-selectina no requiere la activación de los primeros65,460. 

La formación de agregados plaquetoleucocitarios implica la interacción entre la P-selectina 
de las plaquetas con su ligando en los leucocitos, evento que se observa en varias 
condiciones patológicas incluyendo la isquemia/reperfusión248,453. 

Otros aspectos de la interacción entre el leucocito y la célula endotelial

Fuerzas hidrodinámicas de dispersión o fuerzas de cizallamiento 

La tendencia de los leucocitos a adherirse al endotelio vascular y consecuentemente a 
emigrar desde el torrente sanguíneo, no sólo está determinada por las fuerzas de 
adhesión generadas por las glicoproteínas en la superficie de las membranas celulares de 
los leucocitos activados y endotelio vascular, sino más bien por el equilibrio entre éstas 

                                                 
†† Denominaciones alternativas son: LAM-1 (molécula de adhesión leucocitaria), LECAM-1 (molécula de 

adhesión linfocito célula endotelial), CD62L460. 
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y las fuerzas hidrodinámicas de dispersión generadas por la microvasculatura, que 
tienden a barrerlos fuera de la superficie endotelial. Por tanto, una disminución de las 
fuerzas hidrodinámicas de dispersión promoverá su adherencia en las vénulas 
postcapilares, no en las arteriolas. En estas condiciones el leucotrieno B4 y no el PAF 
está implicado en este proceso470. 

El que no se observe en los procesos inflamatorios, ni acumulación, ni adherencia de 
leucocitos en la microvasculatura arterial, no se debe al hecho de unas fuerzas 
hidrodinámicas de dispersión mayores, que lo son, sino a la falta de ligandos para las 
glicoproteínas de adhesión de los leucocitos activados. Esta circunstancia se comprueba 
y corrobora en estados en los que las fuerzas hidrodinámicas de dispersión se encuentran 
disminuidas en la microvasculatura arterial, y no se observa ni acumulación ni 
adherencia de los leucocitos65. 

Rodamiento de los leucocitos

Hablamos de rodamiento de los leucocitos cuando los que se encuentran en el margen de 
la corriente sanguínea parecen rodar sobre la superficie endotelial a una menor velocidad 
que las células sanguíneas que circulan por el centro del vaso sanguíneo. 

El primer paso en la interacción entre los leucocitos y las células endoteliales, implica 
una movilización de éstos desde la parte central de la corriente sanguínea hacia la pared 
vascular, rodando a continuación a lo largo del endotelio. El movimiento de los 
leucocitos hacia la pared venular puede estar causado por una interacción hidrodinámica 
entre los hematíes y estos, al pasar desde los capilares de diámetro menor a las vénulas 
postcapilares de mayor diámetro. La mayor velocidad de los hematíes desplazaría a los 
neutrófilos hacia el endotelio vascular. 

En el rodamiento de los leucocitos a lo largo del endotelio existe una adhesión débil, que 
es suficiente para vencer las fuerzas de hidrodinámicas de dispersión a lo largo de la 
pared venular, si bien la velocidad de rodamiento es directamente proporcional a las 
mencionadas fuerzas. Para unas determinadas fuerzas hidrodinámicas de dispersión, la 
velocidad de rodamiento disminuye con la activación de los neutrófilos. 

La interacción inicial entre el leucocito y la célula endotelial o rodamiento, es 
completamente dependiente de la familia de las selectinas. La L-selectina  (ver página 
83), presente de manera constitutiva en la superficie de los leucocitos (neutrófilos, 
monocitos y eosinófilos), parece ser esencial en la capacidad de estas células para iniciar 
el rodamiento en la microvasculatura, lo mismo que las selectinas inducibles en la 
superficie de la célula endotelial, P-selectina y E-selectina (ver páginas 94 y 95). La 
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glicoproteína ligando de la P-selectina (PSGL-1), presente en condiciones basales en los 
neutrófilos, pero que disminuye tras su activación, puede interactuar con la P-selectina y 
participar en el rodamiento con fuerzas hidrodinámicas de dispersión normales. El 
rodamiento es independiente de la adhesión mediada por el CD18. 

El rodamiento es un prerequisito para una adhesión más firme del leucocito a la célula 
endotelial, y posterior emigración de aquel al intersticio. 

Migración transendotelial

Durante la inflamación aguda, una amplia proporción de los neutrófilos adheridos 
firmemente al endotelio de las vénulas postcapilares, migra a través de las uniones entre 
células endoteliales adyacentes e invaden el intersticio. Durante el movimiento de la 
célula se van formando nuevos procesos de adhesión en el frente y reduciéndose éstos en 
la cola. La migración celular a través del endotelio requiere que la adhesión no sea 
demasiado fuerte, ya que sino el leucocito quedaría inmovilizado. En este proceso está 
implicada la ICAM-1 y la CD11/CD18453, contribuyendo en mayor proporción la 
subunidad CD11a en comparación a la CD11b, aunque su contribución es aditiva. La 
PECAM-1  (molécula  plaquetaria  de  adhesión  celular-1,  ver página 94)  también  está  

Figura 7. Receptores de adhesión específicamente implicados en cada una de las fases de la adhesión y 
migración transendotelial. Las moléculas de adhesión leucocitarias se indican en la parte superior y 
aquellas expresadas por las células endoteliales aparecen en la zona inferior. Según Corbí López y 
cols.469. 
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implicada en la migración transendotelial de los leucocitos, no así la E- o L-selectinas. 
Bienvenu y cols.466 en su estudio sobre los factores que modulan la migración de los 
leucocitos dentro del compartimiento extravascular, puntualizan que aunque la 
glicoproteína de adhesión leucocitaria CD11/CD18 es fundamental para la adherencia y 
emigración en las vénulas postcapilares, ésta no contribuye significativamente en la 
migración de los leucocitos a través del intersticio.

Isquemia/reperfusión y leucocitos 

La lesión por isquemia/reperfusión y el aumento de permeabilidad vascular se 
correlaciona positivamente con el número de leucocitos emigrados453. Según Hernández 
y cols.317, los leucocitos son los principales mediadores del incremento de permeabilidad 
vascular en este proceso. Ellos creen que el hecho que la superóxido dismutasa prevenga 
el incremento de permeabilidad vascular no implica claramente que las especies 
reactivas del oxígeno sean los mediadores últimos. Dado que ésta también previene el 
reclutamiento de los neutrófilos, apuntan que la principal función de las especies 
reactivas del oxígeno sería esta última, algo que ya fue sugerido por Del Maestro y 
cols.380. Por tanto, el que los neutrófilos sean uno de los principales mediadores de la 
lesión microvascular inducida por la reperfusión, no es una contradicción con la 
hipótesis de la xantina oxidasa como origen de la lesión por isquemia/reperfusión, si se 
toman en consideración los hechos que los inhibidores de la xantina oxidasa y los 
eliminadores de especies reactivas del oxígeno son bastante efectivos en prevenir la 
acumulación de los neutrófilos en la mucosa intestinal tras la reperfusión. 

Los procesos que implican a los leucocitos en la lesión por isquemia/reperfusión parecen 
ser de importancia cuantitativa variable de órgano a órgano, quizás dependiendo de la 
variable acumulación de neutrófilos en los diferentes órganos sometidos a isquemia375. 

En la isquemia/reperfusión también se activan los mastocitos y macrófagos que 
normalmente residen en el espacio intersticial inmediatamente adyacente a las vénulas 
postcapilares257,471, detectándose en los tejidos postisquémicos los productos derivados 
de la activación de estas células (histamina, serotonina, citoquinas, PAF, así como 
proteasas que generan anafilatoxinas), amplificando la respuesta inflamatoria en la 
isquemia/reperfusión, pudiendo afectar a órganos distantes, lo cual puede estar 
directamente relacionado con el ya comentado síndrome de disfunción multiorgánico471. 
Un factor que estimula la degranulación de los mastocitos son los oxidantes derivados de 
la xantina oxidasa. Boros y cols.257 demuestran que el alopurinol bloquea muy 
significativamente la liberación de histamina en el intestino postisquémico. 
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Kubes y cols.457 sugieren que los leucocitos localizados en el intersticio antes del 
proceso de isquemia/reperfusión contribuyen de manera más significativa en la 
disfunción mucosa, que aquellos que son reclutados por el mencionado proceso. Los 
mastocitos del espacio intersticial participan en el reclutamiento de leucocitos desde la 
sangre a los tejidos postisquémicos248,471. 

 

Resumiendo, el proceso se inicia con la producción de oxidantes derivados de la xantina 
oxidasa localizada en las células del parénquima intestinal, y/o como se describirá más 
adelante en las células del endotelio vascular, los cuales en ausencia de leucocitos ya 
pueden incrementar la permeabilidad vascular117,368,380,381,384. Éstos junto con otros 
agentes quimiotácticos atraen a los neutrófilos, que más tarde se acumulan y adhieren al 
endotelio145,316,456,458,459,465 agravando la lesión parenquimatosa al producir diferentes 
agentes citotóxicos54,296. La magnitud de esta lesión se correlaciona positivamente con el 
número de leucocitos adheridos y emigrados al intersticio453. 

 

Endotelio472,188,473

Las células endoteliales que forran mediante una monocapa la superficie interna de los 
vasos sanguíneos, forman una estructura vital y dinámica. Ésta tiene una función crucial 
en condiciones tanto fisiológicas como patológicas. 

Aunque en 1909 Joseph Lister proporcionó evidencias de una participación activa de los 
vasos sanguíneos en el mantenimiento de la liquidez de la sangre472, durante mucho 
tiempo se pensó que el endotelio vascular escasamente servía para separar la sangre del 
resto de las estructuras orgánicas, como una barrera cuya función es prevenir que los 
agentes nocivos penetren en la pared vascular. Hoy se sabe que no es un tejido pasivo, 
las células endoteliales son capaces de producir numerosas sustancias vasoactivas, lo 
cual sitúa al endotelio en una posición única como órgano endocrino, paracrino e incluso 
autocrino, con múltiples funciones. Por lo tanto, además de su misión como una barrera 
física permeable, su importancia radica en el gran número de funciones que regula. Una 
de ellas es el trasporte capilar selectivo, permitiendo o facilitando el paso de 
determinadas sustancias e impidiendo el paso de otras contenidas en la sangre. Regula 
también los lípidos plasmáticos: metabolismo de lipoproteínas, control del exceso de 
colesterol, etc. Tiene propiedades antitrombóticas que inhiben la adhesión de las 
plaquetas, eritrocitos y leucocitos a la pared vascular, por lo tanto las células endoteliales 
son cruciales en el mantenimiento del flujo sanguíneo laminar. La alteración del 
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endotelio afecta a la fibrinolisis acelerando la coagulación intravascular. Tiene una 
importante función metabólica con respecto a sustancias vasoactivas, secreta sustancias 
como la prostaciclina, óxido nítrico, endotelina, factores de crecimiento en respuesta al 
daño, tanto a la pared vascular como al torrente sanguíneo, modulando entre otros 
factores la estructura y funcionalidad del músculo liso vascular. Sin embargo, estas 
sustancias destinadas a proteger, pueden activar respuestas con secuelas perjudiciales. 

Está claro por tanto, que las células endoteliales son mucho más que una barrera 
semipermeable entre la sangre y el músculo liso vascular. De hecho el sistema endotelial 
puede considerarse como un órgano metabólico y endocrino sumamente activo. 

Participación de la célula endotelial en la isquemia/reperfusión

Mientras que no se acepta de manera universal el concepto de lesión por reperfusión 
cuando se aplica a las células parenquimatosas, sí se reconoce de manera general, que la 
microvasculatura y particularmente sus células endoteliales, son muy vulnerables a las 
perniciosas consecuencias de la isquemia/reperfusión. 

El hecho que la lesión por reperfusión pueda bloquearse con alopurinol en una amplia 
variedad de órganos, algunos de los cuales no parecen contener cantidades apreciables 
de xantina oxidasa en sus células parenquimatosas, enfocó la atención en la célula 
endotelial, en cuyo interior existe un sistema xantina oxidasa completamente operativo 
capaz de generar especies reactivas del oxígeno117,367,368,384, de extraordinaria 
importancia ya que se encuentra en todos los órganos413. Esto explica la lesión por 
reperfusión en lugares donde no se produce una acumulación de neutrófilos y/o en 
aquellos órganos en que sus células parenquimatosas no poseen el sistema xantina 
oxidasa. En estos últimos la célula endotelial puede actuar como mecanismo iniciador, 
atrayendo y activando a los neutrófilos, los cuales pueden causar una parte fundamental 
de la lesión54,296. 

Sin embargo el papel del endotelio es mucho más complejo49,263,474. Se sabe que la 
hipoxia prolongada altera el potencial de membrana, perturba la distribución de los 
iones, incrementa el volumen intracelular, disminuye la fluidez de la membrana, y 
desestructura el citoesqueleto de las células endoteliales. Estos cambios pueden 
acompañarse del agotamiento de los recursos energéticos, de una menor liberación de 
agentes citoprotectores o moduladores endoteliales, así como de una mayor producción 
de mediadores proinflamatorios que contribuyen a la lesión celular, incluyendo el de las 
propias células endoteliales. A su vez, la hipoxia induce la expresión de algunos genes 
(ej. moléculas de adhesión, citoquinas) mientras que reprime la de otros (ej. cNOS). 
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Muchas de estas respuestas de la célula endotelial a la hipoxia (isquemia) se exacerban 
con la reoxigenación (reperfusión). 

El cómo actúan todos estos factores es importante para entender el proceso de la 
isquemia/reperfusión. 

Sustancias producidas por el endotelio que protegen de la lesión celular 

Entre éstas destacamos: 

Prostaciclina (PGI2)475. Es el principal miembro de la familia de las prostaglandinas 
producido por el endotelio vascular, siendo éste su productor principal476. Actúa como 
una hormona local. Ejerce sus efectos activando la vía de la adenilato ciclasa, 
incrementando los niveles de AMPc. Produce una enérgica vasodilatación por relajar el 
músculo liso vascular; inhibe la agregación e induce la desagregación de las plaquetas 
(es la sustancia endógena más potente), aunque para prevenir la adhesión son necesarias 
concentraciones mucho mayores; previene la adherencia de los leucocitos 
polimorfonucleares; y estabiliza las membranas. En el mecanismo que regula las 
interacciones entre las plaquetas y la pared vascular, representa el contrapunto a las 
acciones del tromboxano A2

472,477. 

Cortos periodos de hipoxia (15 minutos) ya afectan a las células endoteliales 
disminuyendo la producción de prostaciclina por un mecanismo mediado en parte por las 
especies reactivas del oxígeno. Durante la reoxigenación, el peroxinitrito nitra e inactiva 
la PGI2 sintasa, lo cual se correlaciona con una disminución en la producción de 
prostaciclina, dejando sin metabolizar a la prostaglandina H2 (PGH2), la cual puede 
causar vasospasmo, agregación plaquetaria y formación de trombos al estimular el 
receptor tromboxano A2/PGH2

51. Otros autores apuntan una mayor liberación de 
prostaciclina a nivel esplácnico durante la isquemia y en los primeros momentos de la 
reperfusión, aunque no persiste mucho tiempo478.  Hay numerosos datos sobre su papel 
beneficioso en la isquemia/reperfusión263. 

La adenosina es un metabolito purínico, un importante regulador del metabolismo 
celular. Al igual que la anterior es vasodilatadora en la mayoría de los lechos vasculares, 
lo cual puede al menos en parte compensar el fenómeno del no reflujo que se da en la 
reperfusión461 (ver página 102). Esta vasodilatación dependiente del endotelio parece 
implicar a los canales de potasio sensibles al ATP191. Inhibe la agregación plaquetaria, 
atenúa la adherencia de los polimorfonucleares a la célula endotelial, y la emigración de 
éstos al intersticio. También inhibe la producción de radical superóxido, particularmente 
en los polimorfonucleares activados140,461, y parece incrementar la producción endotelial 
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de PGI2. Por todo ello ha mostrado sus efectos beneficios en la 
isquemia/reperfusión263,287,319,377,461. Además se cree que puede acelerar la regeneración 
postisquémica de las purinas deplecionadas durante ese periodo, aunque sobre esto hay 
datos contradictorios377. 

Óxido nítrico (NO�). Producido por las células endoteliales vasculares tanto en 
condiciones fisiológicas173,175, como en la reperfusión de tejidos isquémicos225,321. Las 
células endoteliales son sensibles a los cambios en la tensión de oxígeno sanguíneo. En 
caso de hipoxemia se libera óxido nítrico promoviendo vasodilatación. Sin embargo, 
cuando la tensión de oxígeno cae hasta un nivel crítico (PaO2 < 30 mmHg) disminuye su 
producción151. El óxido nítrico endógeno protege al intestino de la lesión e inflamación 
inducida por la hipoxia, y el equilibrio entre los niveles locales de PAF y óxido nítrico 
modulan este resultado479. La inhibición de la formación endógena de óxido nítrico 
produce una mayor extravasación de albúmina y potencia el efecto del PAF sobre la 
permeabilidad vascular207. 

Es un factor importante de la respuesta inflamatoria observada en los diferentes 
segmentos vasculares, y puede tener una función tanto protectora como lesiva. Actúa de 
una manera sinérgica con la PGI2

163: vasodilatación162, inhibición de la agregación163 y 
adhesión211 plaquetaria, y de la adherencia de los neutrófilos a la célula endotelial202,258-260, 
modulando la cantidad de P-selectina440 y E-selectina260 en esta última. Además el óxido 
nítrico reacciona directamente con el radical superóxido neutralizándolo, situación que 
se da en condiciones normales ya que la producción del primero supera ampliamente la 
del segundo. La supresión de la formación de óxido nítrico mediante inhibidores de la 
NO sintasa produce una mayor liberación de endotelina-1 (referencia 480), sugiriendo 
una retroalimentación entre ambos sistemas481,482. Al contrario que la endotelina-1, 
inhibe la mitogénesis y proliferación del músculo liso vascular, pudiendo regular tanto el 
tono, como el remodelado estructural de la pared vascular. 

En la microcirculación mesentérica, el óxido nítrico inhibe la adherencia y emigración 
de los leucocitos en las vénulas postcapilares, la extravasación de albúmina, evita la 
degranulación de las células cebadas, la agregación y adhesión plaquetaria, y reduce la 
agregación entre las plaquetas y los leucocitos163,202-212,258,260 . 

En estados de isquemia/reperfusión ha mostrado sus beneficios248,322,483-487. Aunque un 
exceso en la producción de especies reactivas derivadas del óxido nítrico tiene 
consecuencias perniciosas51,190,224,225. Ver “El óxido nítrico en la isquemia/reperfusión” 
en esta misma sección, página 96. 
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Sustancias producidas por el endotelio que median la lesión celular 

Sustancias vasoconstrictoras. Las células endoteliales dañadas o excesivamente 
activadas pueden segregar sustancias vasoconstrictoras. 

La endotelina188,488 es un péptido del cual hay tres tipos diferenciados estructural y 
farmacológicamente. El más importante, producido por la célula endotelial, es la 
endotelina-1 (ET-1), un vasoconstrictor potente y duradero cuando actúa sobre el 
receptor ETA, lo que contrasta con su corta vida media sanguínea y concentración muy 
baja. Fundamentalmente es un mediador paracrino/autocrino. Estimula la liberación de 
tromboxano A2 (TXA2), potencia los efectos de otros vasoconstrictores como la 
noradrenalina y la 5-hidroxitriptamina (5-HT) y, asimismo, puede liberar potentes 
sustancias vasodilatadoras como la prostaciclina y el óxido nítrico antagonizando su 
acción481,482,489. Por otro lado, la estimulación del receptor ETB en las células 
endoteliales libera óxido nítrico contribuyendo a la vasorelajación. Özel y cols.490 
muestran que la administración de endotelina incrementa los niveles de óxido nítrico 
tanto en condiciones normales como en su modelo de isquemia/reperfusión in vivo. 

Más allá de la regulación del tono vascular, a las endotelinas se las ha implicado en 
multitud de funciones basándose en la amplia distribución y gran afinidad de sus 
receptores específicos477,482. La endotelina-1 es capaz de inducir hemoconcentración, de 
incrementar la permeabilidad vascular en determinados lechos vasculares, incluyendo 
vías aéreas, tracto gastrointestinal y riñones. El PAF, actuando en concierto con ésta, 
puede mediar en parte esta acción sobre la permeabilidad vascular491. También es capaz 
de promover la proliferación de las células endoteliales vasculares, del músculo liso 
vascular y de los fibroblastos, lo que producirá cambios estructurales en la pared del 
vaso. Tras la reperfusión del intestino isquémico se libera endotelina492, lo cual puede 
prevenirse con alopurinol492 o con antagonistas de los receptores de la endotelina490. 

Tromboxano A2 (TXA2)493. La liberación de este potente vasoconstrictor puede dañar las 
células endoteliales, y producir agregación plaquetaria. Deteriora la perfusión 
microvascular, incrementa la presión hidrostática en la red capilar y altera el 
citoesqueleto de las células endoteliales ensanchando las uniones entre éstas, lo cual 
puede producir extravasación de fluido y proteína provocando edema. En el mecanismo 
que regula las interacciones entre las plaquetas y la pared vascular, representa el 
contrapunto a las acciones de la prostaciclina472,477. 

Factor de agregación plaquetaria (PAF). Como se ha comentado anteriormente en la 
página 81, es un fosfolípido omnipresente, sintetizado también por la célula 
endotelial494. Induce vasodilatación por liberación de sustancias vasodilatadoras, pero 

 



mIntroducción. Lesión por isquemia/reperfusión92 

independiente del óxido nítrico207. Es un potente inductor de la agregación plaquetaria, 
activa los polimorfonucleares y estimula la adherencia de éstos al endotelio vascular, así 
como su emigración. Además el PAF incrementa la permeabilidad vascular312 y de la 
mucosa intestinal, mediada por las especies reactivas del oxígeno producidas por los 
leucocitos residentes495. Este incremento de la permeabilidad mucosa, no se basa en la 
alteración histológica de la misma y, además, es rápidamente reversible en cuanto caen 
los niveles de PAF495. 

Especies reactivas del oxígeno. Como ya se ha comentado, el endotelio vascular es 
capaz de producirlas por medio del enzima xantina oxidasa, especialmente durante la 
reperfusión117,367,368,384. Otra fuente potencial es la NADPH oxidasa presente en la 
membrana de las células endoteliales, similar al complejo enzimático que se encuentra 
en la membrana de los leucocitos51. Estas especies reactivas del oxígeno junto con las 
que generan los leucocitos adheridos, más la alteración de la capacidad del endotelio 
para sintetizar óxido nítrico, rompen el equilibrio existente entre ambos a favor de las 
primeras. Los relativamente bajos niveles de óxido nítrico producidos, reaccionan con el 
abundante suministro de radical superóxido, quedando poco que se oponga a la 
interacción entre las células endoteliales, leucocitos y plaquetas, y mantenga el flujo 
sanguíneo óptimo a los tejidos, alterándose la vasodilatación mediada por éste. 

Además, el anión superóxido y el óxido nítrico pueden actuar conjuntamente para 
producir lesión. Al reaccionar forman peroxinitrito37,69,213,214 (reacción 41, página 48), el 
cual es un agente citotóxico adicional, que a su vez puede acabar formando potentes 
oxidantes37,69,71,224. También se puede producir daño endotelial inducido por la 
interacción entre el óxido nítrico y especies reactivas del oxígeno como el peróxido de 
hidrógeno, produciendo especies más reactivas496. 

Ligandos endoteliales para las moléculas de adhesión65,263,320,323,460

Además de los mediadores vasoactivos producidos por las células endoteliales, éstas 
pueden presentar, de la misma manera que los leucocitos, una serie de ligandos en su 
superficie. Contribuyen a la adhesión al contener en su superficie un complejo sistema 
de moléculas específicas para la misma, que pueden interactuar con ligandos de los 
leucocitos y plaquetas. Una mayor agregación entre los leucocitos y las plaquetas 
produce cambios en el flujo sanguíneo laminar y la generación de turbulencias. Estos 
cambios incrementan a su vez, la agregación de las plaquetas y la trombosis. 

Estos ligandos de superficie son proteínas (inmunoglobulinas), o macromoléculas que 
contienen carbohidratos (selectinas). Como se ha expuesto en las páginas 81 a 83, los 
leucocitos (polimorfonucleares, linfocitos, monocitos) contienen un componente del 
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sistema de adhesión (CD11/CD18, L-selectina,…), los cuales se unen a los 
correspondientes ligandos en las células endoteliales (ICAM-1, ICAM-2, P-selectina, E-
selectina, ...)263,460. El reclutamiento de los leucocitos en fase de rodamiento está 
mediado por la L-selectina y P-selectina, mientras que la adhesión firme de éstos a la 
célula endotelial lo está por la interacción entre la CD11/CD18 y la ICAM-1453. Este 
proceso de adherencia es un paso crucial en la activación de los leucocitos, tras lo cual 
liberan una variedad de mediadores humorales que pueden dañar a cualquier célula con 
la que entren en contacto (por ej. célula endotelial, célula parenquimatosa intestinal, 
etc.). 

La superfamilia de las inmunoglobulinas, incluye un gran número de moléculas con 
múltiples dominios. Entre ellas las siguientes están implicadas en la interacción 
leucocito � célula endotelial. 

La ICAM-1 (molécula de adhesión intracelular-1, o CD54) interactúa tanto con la 
CD11a/CD18 como con la CD11b/CD18, que se hallan en la superficie de los 
leucocitos. La ICAM-1 se encuentra en la superficie de los leucocitos, fibroblastos, 
células epiteliales y en las células endoteliales en estado basal (a bajos niveles). 
Aumenta su número (mediante una síntesis de novo) en respuesta a la activación 
endotelial provocada por citoquinas y especies reactivas del oxígeno, lo que ayuda a 
mantener la adhesión leucocito � célula endotelial que sucede tras varias horas (requiere 
de 2 a 4 horas para su máxima expresión) de iniciada la reperfusión49,319,379. Al contrario, 
el óxido nítrico disminuye la cantidad basal en la superficie de la célula endotelial320. La 
relevancia fisiológica en la regulación de la presentación de ICAM-1 en las células 
endoteliales viene dada por la observación que incrementos en ésta generalmente se 
asocian con niveles máximos de adherencia leucocitaria. 

La ICAM-2 (molécula de adhesión intracelular-2, o CD102) es una forma truncada de la 
ICAM-1, y al igual que ésta se encuentra en la superficie de las células endoteliales en 
estado basal, pero en una cantidad superior, unas diez veces más. La ICAM-2, sin 
embargo, no incrementa su número tras la estimulación de la célula endotelial con 
mediadores inflamatorios o citoquinas. Tiene un ligando para acoplarse a la 
CD11a/CD18, aunque la afinidad es más débil que la de la ICAM-1. Se ha sugerido que 
la ICAM-2, junto con la ICAM-1, contribuye a la migración transendotelial de los 
leucocitos de bajo nivel que ocurre en algunos tejidos sin un componente inflamatorio, 
como por ejemplo el intestino. Mientras que un mayor despliegue de la ICAM-1 en su 
superficie, media un mayor tráfico de leucocitos en las vénulas postcapilares de tejidos 
inflamados. 
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Otras inmunoglobulinas presentes en la célula endotelial son: la VCAM-1 (molécula 
vascular de adhesión celular-1, o CD106), la cual es inducida por diversas citoquinas y 
está implicada en el rodamiento y adhesión de los leucocitos; y la PECAM-1 (molécula 
plaquetaria de adhesión celular-1, o CD31) presente de manera constitutiva en los 
leucocitos, plaquetas y célula endotelial; está implicada en la adhesión de los dos 
primeros a ésta última, y en la migración transendotelial de los leucocitos. 

Las selectinas se encuentran tanto en los neutrófilos como en las células endoteliales. 
Modulan la adhesión entre ambos (ver página 83).  

La P-selectina* en condiciones normales se encuentra almacenada en gránulos (cuerpos 
de Weibel-Palade), y puede ser movilizada rápidamente a la superficie de las células 
endoteliales activadas (en aproximadamente 5-10 minutos), alcanzándose su máxima 
expresión en 10-30 minutos, en respuesta a diversos estímulos inflamatorios (histamina, 
trombina, radical superóxido, peróxido de hidrógeno, disminución de óxido nítrico, ...), 
permaneciendo más tiempo en ésta cuando el estímulo está mediado por oxidantes. A las 
4-6 horas de la reperfusión puede observarse una nueva exteriorización, que en este caso 
requiere síntesis proteica. Al contrario, el óxido nítrico previene la exteriorización de 
ésta en la superficie de la célula endotelial. Como se ha indicado previamente, está 
implicada en el rodamiento de los leucocitos, sobre todo en las primeras fases de la 
reperfusión del intestino isquémico, en donde se observa un rápido aumento en el 
rodamiento de los leucocitos, que persiste hasta por lo menos 60 
minutos260,379,396,397,440,463,471,497. Además de la L-selectina, se han descrito en la 
superficie de los neutrófilos otros ligandos para la P-selectina como el PSGL-1 (ver 
página 85), y un ligando 120-kilodalton460. 

La E-selectina‡‡ no está presente en la superficie de las células endoteliales no 
estimuladas, ni almacenada. Su exposición se induce tras la estimulación de aquellas por 
diversas citoquinas (interleucina-1, TNF
, ...) y especies reactivas del oxígeno, mediante 
un proceso que requiere síntesis proteica de novo. Ayuda a mantener la adhesión 
leucocito � célula endotelial tras varias horas de iniciada la reperfusión. La cantidad de 
E-selectina depende de la duración de la isquemia, hasta un máximo (45-60 minutos), a 
partir del cual ya no hay una mayor expresión397. Es improbable que participe durante 
los primeros 60 minutos de reperfusión del intestino isquémico, ya que la máxima 
inducción se produce a las 4 horas (3 a 6 horas) del estímulo inflamatorio. Actúa como 

                                                 
* Denominaciones alternativas son: PADGEM (proteína de membrana granular externa dependiente de la 

activación plaquetar), GMP-140 (proteina de membrana granular), CD62P460. 
‡‡ Denominaciones alternativas son: ELAM-1 (molécula de adhesión leucocito - célula endotelial), 

CD62E460. 
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un ligando quimiotáctico, ya que es quimiotáctico para los neutrófilos y el ligando para 
la L-selectina leucocitaria. 

Respuesta de la microvasculatura a la isquemia/reperfusión49

Aunque todas las células endoteliales de la microvasculatura están expuestas de manera 
similar a los efectos nocivos de la isquemia/reperfusión, la disfunción endotelial 
resultante se manifiesta de manera específica según el nivel que se trate dentro de la 
microcirculación. Parece ser que aquellas células que recubren las vénulas postcapilares, 
son las que soportan el mayor peso de esta respuesta. 

La sobreproducción de radical superóxido por parte de la célula endotelial y los 
leucocitos activados y adheridos, inactiva al óxido nítrico endotelial, alterando a nivel de 
las arteriolas la vasorelajación mediada por éste. 

A nivel de los capilares, la disfunción endotelial se manifiesta tanto por una mayor 
filtración de líquido al intersticio, debido a una mayor permeabilidad de la barrera 
endotelial vascular46,282,289,454,455,498, como por una reducción en el número de capilares 
perfundidos. El taponamiento producido por los leucocitos activados317 (unidos o no a 
plaquetas), junto con las células endoteliales edematosas y parcialmente desprendidas, 
dificultan el flujo sanguíneo. La acumulación de líquido intersticial dependiente de la 
pérdida de proteínas y líquido a nivel de las vénulas postcapilares, provocará la 
compresión de la microvasculatura, y por tanto impedirá el movimiento de los elementos 
sanguíneos en los capilares49. 

La disfunción de la célula endotelial en las vénulas postcapilares explica la mayor parte 
de las respuestas inflamatorias asociadas con la isquemia/reperfusión. Son rasgos 
característicos a este nivel, la adhesión leucocito � célula endotelial, la migración 
transendotelial de los leucocitos, la agregación plaquetoleucocitaria, la extravasación de 
albúmina y la mayor producción de oxidantes. 

Posiblemente la respuesta de las vénulas a la isquemia/reperfusión más ampliamente 
estudiada, es el aumento de permeabilidad vascular, que refleja una reducción en las 
propiedades restrictivas de la barrera endotelial. 

La reperfusión49,263,266 lleva consigo el aporte de oxígeno y la formación de una variedad 
de mediadores humorales de la inflamación y la lesión, incluyendo las especies reactivas 
del oxígeno (por ej. radical superóxido, peróxido de hidrógeno, radical hidroxilo), 
mediadores lipídicos (por ej. PAF, leucotrieno B4), así como mediadores polipeptídicos 
(por ej. C5a). La disfunción endotelial sucede en fase temprana, en los primeros minutos 

 



mIntroducción. Lesión por isquemia/reperfusión96 

(2,5 minutos)463, la cual puede agravarse con la activación de los neutrófilos499 
prácticamente igual en todas las formas de isquemia/reperfusión, y se puede desarrollar 
sin una lesión morfológica obvia. Las alteraciones morfológicas que acompañan a la 
reperfusión tras una isquemia prolongada, generalmente incluyen el edema celular, la 
pérdida de vesículas pinocitóticas, y el desprendimiento de la célula endotelial de la 
membrana basal subyacente. 

La generación endotelial de una gran cantidad de radicales superóxido y una marcada 
reducción en la producción de óxido nítrico y PGI2, más los factores quimiotácticos 
(PAF, leucotrieno B4, C5a) promueven la agregación y adherencia de los leucocitos 
(principalmente polimorfonucleares) a la superficie del endotelio alterado. Esta 
adherencia la facilitan las moléculas de adhesión que se encuentran en la superficie del 
endotelio y promueven la diapedesis de los neutrófilos a través del mismo, adhiriéndose 
a las células del parénquima, donde liberan mediadores proinflamatorios (por ej. 
elastasa, radical superóxido, citoquinas y PAF) promoviendo más lesión celular. 

 

Resumiendo, la lesión por reperfusión del intestino delgado implica una orquestada 
secuencia de acontecimientos celulares y moleculares, que se desarrollan a lo largo de 
varias horas, e implica a dos fases muy distintas pero relacionadas. Primero está la 
activación de las células endoteliales y epiteliales del intestino delgado, con la 
consiguiente producción de especies reactivas del oxígeno derivadas de la xantina 
oxidasa y pérdida de la capacidad para liberar óxido nítrico. Esto ocurre en los primeros 
minutos de la reperfusión. Y segundo, la amplificación de la lesión por los leucocitos, a 
partir de los 20-30 minutos de la reperfusión, haciéndose más profunda sobre las 4,5 
horas. 

 

El óxido nítrico en la isquemia/reperfusión320,322,323

El óxido nítrico puede tener una función tanto protectora como perniciosa durante el 
proceso de isquemia/reperfusión tisular. En la microcirculación mesentérica el óxido 
nítrico ejerce su efecto protector a diferentes niveles: mantiene el flujo sanguíneo, inhibe 
la adherencia y emigración de los leucocitos, así como la agregación plaquetoleucocitaria, 
modula la reactividad de los mastocitos, mantiene la integridad de la barrera mucosa 
oponiéndose al incremento de permeabilidad de la misma evitando la extravasación de 
albúmina, y neutraliza la producción excesiva de especies reactivas del oxígeno como el 
radical superóxido203,204,210,248. Sin embargo, también se ha implicado al óxido nítrico y a 
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sus metabolitos en la lesión asociada a la isquemia/reperfusión51,190,224,225, aunque el 
peroxinitrito a concentraciones nanomolares no es capaz de dañar la célula endotelial, y 
sí tener un efecto protector en la lesión por reperfusión al inhibir la expresión de P-selectina 
y la consiguiente interacción leucocito � célula endotelial236. 

Uno de los primeros signos de disfunción endotelial durante la isquemia/reperfusión en 
la vasculatura mesentérica, es una menor producción de óxido nítrico. Cuanto mayor es 
la duración de la isquemia menores son los niveles de óxido nítrico. Estos se recuperan 
al inicio de la reperfusión, para volver a caer posteriormente, persistiendo hasta que la 
iNOS empieza a producir grandes cantidades del mismo190,248,320-322,324,463. Sin embargo, 
Takada y cols.225 en su modelo de isquemia/reperfusión, ya empiezan a ver un 
incremento en la producción de óxido nítrico después de los 30 minutos de reperfusión. 

La inhibición de la producción de óxido nítrico imita la mayoría de las alteraciones 
microvasculares y perimicrovasculares que normalmente se producen en la 
isquemia/reperfusión, promueve una mayor adhesión de los leucocitos en las vénulas 
postcapilares202-204,248,260, e incrementa la permeabilidad microvascular203,204,206,207,248,484 
y de la mucosa intestinal205,208,484,485. Aunque este incremento de la permeabilidad, en 
caso de no acompañarse de lesión por reperfusión, si exclusivamente se debe a la 
inhibición de la síntesis de óxido nítrico, aun restringe el paso de grandes moléculas 
como la albúmina, y por lo tanto el epitelio no pierde enteramente su función de barrera, 
ya que esta inhibición no se acompaña de lesión epitelial directa168,186,210. Las fuentes 
exógenas de óxido nítrico, sin embargo, tienen un efecto beneficioso202,206,208,248,322,483-487. 

Por tanto, una menor producción de óxido nítrico durante la isquemia/reperfusión321,324 
está de acuerdo con la acción protectora del mismo durante este proceso. 

Harris455 en su estudio de la permeabilidad al agua en los capilares del mesenterio de 
rata, observa que, al inhibir la síntesis de óxido nítrico, los cambios en el cociente de 
filtración de fluido se deben a una alteración de la permeabilidad, más que a un trastorno 
en los gradientes de presión (incremento en la presión hidrostática arteriolar o 
disminución de la presión osmótica plasmática), lo cual depende directamente de la 
presencia de leucocitos adheridos al endotelio vascular en las vénulas postcapilares. En 
ausencia de los leucocitos, el L-NAME tiene un efecto antiinflamatorio produciendo una 
disminución de la permeabilidad a nivel capilar, o sea la alteración no se limita 
únicamente al lugar donde los leucocitos se encuentran adheridos. 

Un efecto potencial por el que el óxido nítrico puede reducir la lesión por reperfusión, es 
debido a su efecto inhibitorio sobre las células inflamatorias. Los neutrófilos circulantes 
tienen una actividad crítica en la disfunción microvascular pero no en la disfunción 
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mucosa tras la isquemia/reperfusión del intestino delgado. Lo cual está de acuerdo con 
que los mecanismos de acción subyacentes a la permeabilidad epitelial y a la disfunción 
microvascular son diferentes210. Esto se basa en el hecho que el tratamiento con el 
anticuerpo dirigido contra la �2 integrina CD18, el cual previene la adhesión de los 
leucocitos a las vénulas postcapilares, reduce significativamente el incremento en la 
permeabilidad microvascular pero no afecta al aumento de la permeabilidad mucosa457. 
Los datos de este estudio sugieren que los neutrófilos que se adhieren y emigran fuera de 
la vasculatura, al menos no están implicados durante la primera hora de disfunción 
mucosa inducida por la reperfusión. Este concepto también lo observa Kubes208 con un 
modelo similar administrando L-NAME, pero sin provocar isquemia/reperfusión. Se han 
implicado a los oxidantes y las proteasas derivadas de los leucocitos en la disfunción 
microvascular asociada con diferentes modelos inflamatorios48,54,204,296,458. Kubes y 
Granger206 en su estudio sobre la implicación del óxido nítrico en la permeabilidad 
microvascular muestra que la inhibición de la producción de óxido nítrico por el 
endotelio vascular produce un incremento reversible en la pérdida de proteína 
intravascular que está mediado por un mecanismo leucocito independiente y otro 
dependiente. Un respaldo adicional al mecanismo independiente de los leucocitos es la 
observación que la adherencia de los mismos empieza más o menos a los 15-25 minutos 
y alcanza su pico a los 30-40 minutos de la infusión del L-NAME206,320. Hayward y 
Lefer463 en su modelo de isquemia/reperfusión observan que la acumulación de los 
neutrófilos se produce a los 20-30 minutos de reperfusión. Por tanto, el prevenir la 
infiltración de los neutrófilos circulantes en el intestino no explica todos los efectos 
protectores del óxido nítrico. 

Está comprobado que los donadores de óxido nítrico reducen tanto la lesión 
microvascular como de la mucosa en el intestino reperfundido. Debido a que los 
neutrófilos adheridos no median las alteraciones de la permeabilidad mucosa en la 
isquemia/reperfusión del intestino delgado al menos durante los primeros 15-25 minutos, 
entonces el óxido nítrico debe tener otros efectos beneficiosos además de sus 
propiedades antiadhesivas. Se ha implicado a los neutrófilos extravasculares o 
mastocitos (aquellos que ya se encuentran en el intersticio), en lugar de la población de 
neutrófilos circulantes, como importantes mediadores en el incremento de la 
permeabilidad mucosa inducida por la reperfusión457. La inhibición de la síntesis de 
óxido nítrico activa a los mastocitos en la mucosa y consecuentemente incrementa la 
permeabilidad epitelial205. Además, el óxido nítrico reduce la reactividad de los 
mastocitos moderando su degranulación y la consiguiente liberación de mediadores 
inflamatorios como oxidantes, histamina, PAF, leucotrienos, ..., atenuando el 
reclutamiento de los leucocitos dependiente de éstas células248,260. Dado que los 
oxidantes pueden activar directamente los mastocitos204,257, la capacidad antioxidante del 
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óxido nítrico también puede prevenirla. Kurose y cols.204, muestran niveles de estrés 
oxidativo en los mastocitos expuestos a L-NAME, apoyando este concepto. 

Otro efecto beneficioso del óxido nítrico independiente es que este puede inhibir la 
NADPH oxidasa leucocitaria y por consiguiente la producción de radical superóxido, al 
actuar directamente sobre un componente de la misma467. También reduce la producción 
de peróxido de hidrógeno en los leucocitos500. Por tanto, además de lo expuesto, el óxido 
nítrico también puede afectar directamente la citotoxicidad de los neutrófilos por alterar 
la reactividad de esta célula, afectando la capacidad a producir oxidantes467,500, y 
sintetizar leucotrieno B4

468. 

El óxido nítrico es un factor importante en la regulación de la permeabilidad 
microvascular en el intestino delgado. Este proceso regulador tiene lugar mediante la 
activación específica de la guanilato ciclasa citosólica que incrementa los niveles de 
GMPc501. 

Una mayor producción de superóxido en los tejidos postisquémicos inactiva al óxido 
nítrico producido por las células endoteliales, lo cual provoca adhesión entre los 
leucocitos y las células endoteliales y pérdida de proteína vascular202,258-260. Esto se 
apoya en la observación que la respuesta inflamatoria aguda que se observa en el tejido 
postisquémico puede imitarse con inhibidores de la NO sintasa203,204,206,207,248. A la 
inversa, un mecanismo potencial por el que los donadores de óxido nítrico y él mismo 
pueden prevenir el incremento de la permeabilidad mucosa inducida por la 
isquemia/reperfusión, es que actúa como captador del radical superóxido. Gaboury y 
cols.258 muestran que la capacidad antioxidante del plasma en la rata aumentó más del 
doble tras la administración de donadores de óxido nítrico a concentraciones que 
previenen la lesión mucosa inducida por la reperfusión, también que la administración in 
vivo de un sistema generador de superóxido puede inducir la afluencia de neutrófilos, y 
que la superóxido dismutasa y los donadores de óxido nítrico inhiben directamente esta 
respuesta, sugiriendo una capacidad antioxidante potencial del óxido nítrico. Algo que 
también indica Grisham259. 

 

Reperfusión y daño tisular

Sin duda, la alteración del metabolismo energético y el desequilibrio entre los sistemas 
prooxidante y antioxidante son dos componentes importantes del daño provocado por la 
isquemia/reperfusión de los tejidos isquémicos. 
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Durante la isquemia las células sufren cambios específicos en la actividad enzimática, 
función mitocondrial (donde se incrementa la producción de especies reactivas del 
oxígeno), estructura del citoesqueleto, transporte a través de las membranas, lo cual de 
una manera global predispone a la lesión por reperfusión. 

De manera general, se admite que hay una merma en la cantidad y/o funcionalismo del 
sistema antioxidante durante la isquemia y la reperfusión51,89,142-146, por lo que la 
capacidad defensiva se encuentra disminuida, siendo insuficiente para proporcionar una 
protección completa y sostenida contra una mayor producción de especies reactivas del 
oxígeno durante la reperfusión. Sin embargo, Lum y cols.117 en su modelo in vitro con 
células endoteliales no observan tal merma. 

La isquemia/reperfusión del intestino produce lesiones que van desde sutiles cambios 
(incrementos) en la permeabilidad capilar46,282,289,454,455,498, pasando por una pérdida de 
enzimas citosólicos a la circulación309,502-505, cambios morfológicos microscópicos de la 
mucosa que se traducen en un aumento de la permeabilidad mucosa208,210,279,284,421,451,485, 
hasta infarto transmural macroscópico267,282,503,506,507, dependiendo de la severidad267,284,450-452 y 
duración279,360,361,450,451,453 de la isquemia. Hay básicamente dos circunstancias que 
pueden inducir lesión del tejido intestinal en estados isquémicos: la hipoxia durante el 
periodo de isquemia267,269,270,279,282,360,361,506-508 y la generación de especies reactivas del 
oxígeno tras la reperfusión del tejido isquémico46,48,49,142,261,265,275,277,278,282,309. 

Durante el periodo de isquemia y como consecuencia del metabolismo energético 
reducido, una amplia fracción de células sufren cambios bioquímicos y morfológicos 
asociados a la anoxia, pero en su mayoría permanecerán potencialmente viables, sólo 
una pequeña fracción será dañada de manera irreversible146,271,272,508. La mucosa 
intestinal es especialmente sensible a la isquemia. En la rata, tras 60 minutos de 
isquemia completa, se producen prolongados cambios funcionales y estructurales, 
aunque la consiguiente recuperación puede ser completa507. Estudios estructurales 
demuestran que la lesión de la microvellosidad intestinal se produce en los primeros 
minutos de isquemia269,509. El fenómeno más sobresaliente desde el punto de vista 
microscópico en este periodo, es el progresivo desprendimiento de las células epiteliales 
de la vellosidad, la cual empieza en las puntas de las vellosidades y acaba en las 
criptas267,360,361,507. La pérdida  de enzimas del borde en cepillo de la célula del epitelio 
intestinal (ej. maltasa) ocurre más rápidamente que la pérdida de enzimas 
citoplasmáticas como la lacticodeshidrogenasa (LDH), y esto precede claramente a la 
lesión de las células de la cripta, lo cual marca el inicio de posteriores lesiones 
irreversibles, ya que la reepitelización mucosa depende de la integridad de este último 
tipo celular504. 
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En la reperfusión hay un incremento en la velocidad con la que se desprenden las células 
epiteliales, así como una alteración de la membrana celular con la consiguiente pérdida 
de enzimas citoplasmáticos y muerte celular504. Sin embargo, en otras células pueden 
revertirse los cambios provocados por la isquemia y recuperar su función normal. Estas 
células potencialmente viables son por lo tanto críticas en el periodo de reperfusión, 
aunque tras ésta es difícil saber si las células dañadas pertenecieron realmente al grupo 
de las potencialmente viables146. Por otro lado, tras largos periodos de isquemia la lesión 
debida al componente isquémico puede ser tan grande, que el neutralizar las especies 
reactivas del oxígeno y eliminar gran parte de la lesión correspondiente al periodo de 
reperfusión no represente una mejoría significativa279,282,360,361,508.  

Desde el punto de vista terapéutico, el concepto de lesión por reperfusión sólo puede 
establecerse si una intervención demuestra inequívocamente salvar las células viables 
tras la isquemia, después de la reperfusión146. 

Asimismo, la intensidad de la reacción inflamatoria en el tejido postisquémico puede ser 
tan grande que la lesión por reperfusión se manifieste además en órganos distantes. Ya 
se ha hecho referencia al síndrome de disfunción multiorgánico. 

Hay una amplia variación en la tolerancia a la isquemia por parte de los distintos 
órganos. Esta variación parece relacionarse más con el órgano mismo y con las 
condiciones de isquemia, que con el agente farmacológico utilizado para la eliminación 
de las especies reactivas del oxígeno. 

Las especies reactivas del oxígeno participan en la comunicación como transmisores de 
señales en varios tipos celulares, participando y modificando eventos fisiológicos 
relacionados a la unión ligando � receptor y activación transcripcional. Regulan o 
participan en el crecimiento, apoptosis, y en la respuesta adaptativa a la lesión o el 
estrés. Las vías intracelulares están implicadas en la muerte celular tras la reoxigenación, 
aunque la vía específica que conduce a la apoptosis o necrosis puede variar entre los 
tipos celulares51. 

 

Fenómeno del no reflujo en la isquemia/reperfusión265,498

Aparte de las alteraciones provocadas por la reperfusión de los tejidos isquémicos: 
pérdida de la integridad endotelial, edema intersticial, lesión de las células 
parenquimatosas, y disfunción orgánica; tras largos periodos de isquemia, al inicio del 
periodo de reperfusión se puede producir un fallo en la perfusión del flujo sanguíneo de 
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algunos capilares individuales provocando focos de isquemia local, con la consecuente 
prolongación de la hipoxia tisular durante la reperfusión. 

Aparte de las especies reactivas del oxígeno derivadas de la xantina oxidasa510, se han 
implicado a diversos mecanismos que promueven del fenómeno el no reflujo 
postisquémico, tales como la hinchazón de las células endoteliales, hemoconcentración 
con alteración de la fluidez de la sangre a nivel microvascular, incremento de la presión 
postcapilar, compresión extravascular inducida por el edema intersticial, trombosis de la 
microvasculatura, taponamiento de los capilares por los leucocitos. 

 

Precondicionamiento isquémico

Además de los mecanismos descritos, se sabe que la exposición previa de los tejidos a 
breves periodos de isquemia, lo que se ha dado en llamar precondicionamiento
isquémico, previene el desarrollo de la lesión celular inducida por una posterior 
interrupción del flujo sanguíneo de carácter más prolongado265. Este puede provocarse 
en muchas situaciones o mediante diversos factores, tanto intencionada como 
inadvertidamente511,512. 

El hecho de que la lesión por isquemia/reperfusión esté mediada por las especies 
reactivas del oxígeno, sugiere que la respuesta adaptativa a breves periodos de isquemia  
pueda implicar una mayor producción de enzimas antioxidantes en los tejidos afectos. 
En el intestino delgado, el precondicionamiento isquémico se asocia no sólo con una 
protección contra un posterior periodo de isquemia, sino también con una mayor 
actividad de enzimas antioxidantes como la superóxido dismutasa, catalasa y glutatión 
peroxidasa en la mucosa49,513. Osborne y cols.513 en su estudio sobre el desarrollo de 
tolerancia en el intestino delgado tras un leve periodo de isquemia (15 minutos) 
muestran que el desarrollo de tolerancia oxidante en la mucosa del intestino delgado no 
implica una participación activa del mencionado epitelio. Se desarrolla tolerancia a las 
24 horas, pero no a la hora o a las 72 horas tras el inicio de la primera isquemia. El 
mayor estado antioxidante que observan a las 24 horas tras la isquemia, es el resultado 
de cambios adaptativos en la lámina propia, y aunque no saben que tipo celular es el 
implicado señalan al endotelio como candidato. 

Aparte de las especies reactivas del oxígeno, en el precondicionamiento también se ha 
implicado a los canales de potasio dependientes del ATP, a la proteína quinasa C, a la 
adenosina, a la producción de moco y a una potenciada respuesta inflamatoria51,265,512,514. 
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Objetivo

Se han empleado multitud de modelos experimentales para estudiar la lesión por 
isquemia/reperfusión, tanto in vivo como in vitro. De los  modelos empleados in vivo el 
denominador común en ellos es que la isquemia/reperfusión está provocada mediante un 
procedimiento mecánico, que es lo que a partir de ahora se denominará método físico, 
para distinguirlo del método farmacológico, que es el modelo que pretendemos estudiar 
y comparar con el primero, demostrando con ello que se puede producir lesión por 
isquemia/reperfusión mediada por sustancias químicas, y que en esta última están 
implicados las especies reactivas derivadas del oxígeno y el óxido nítrico. 

El objetivo del estudio es desarrollar un modelo en el intestino de rata que permita: 

Cuantificar, si se producía, la magnitud de alteraciones propias del síndrome de 
isquemia/reperfusión provocado por medio de un mecanismo farmacológico, y 
comparar diferentes aspectos de la lesión: daño tisular y permeabilidad vascular 
(valorados respectivamente por los niveles de LDH y azul de Evans en el líquido 
perfundido por la luz del intestino sometido a intervención), en función del método 
empleado para producirla (físico o farmacológico). 

�

� Determinar si factores clásicamente implicados, como las especies reactivas del 
oxígeno, y el óxido nítrico, que intervienen en la lesión por isquemia/reperfusión 
producida por un mecanismo físico (pinza hemostática) contribuyen de igual manera 
en la producción de la lesión por isquemia/reperfusión farmacológica. 
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Diseño del estudio, animales y métodos 

Diseño

Estudio experimental aleatorizado, sin enmascaramiento. 

Población de estudio 

Se utilizaron ratas Wistar macho, entre 270 y 330 gramos de peso, procedentes de 
Charles River, entre enero de 1991 y julio de 1995. 

Durante la estabulación se les mantuvo en un ambiente controlado, con un ciclo 
lumínico de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, a una temperatura y humedad 
constantes de 18 a 23 ºC y 40 a 70 % respectivamente. Hasta el momento de la 
experiencia fueron alimentados “ad libitum” con una dieta estándar para roedores y 
agua. 

Métodos de asignación a los grupos de estudio 

Se han empleado dos técnicas de asignación aleatoria: asignación aleatoria simple y 
asignación por bloques, utilizando un listado de números aleatorios generados por 
calculadora o una tabla respectivamente, según en la fase del estudio en la que nos 
encontrábamos. 

Intervenciones

Todas las experiencias se realizaron entre las 9 y las 15 horas, para evitar variaciones 
debidas a los ritmos circardianos. 

El cuidado y manipulación de los animales se hizo de acuerdo con la normativa respecto 
a la protección de animales utilizados para experimentación y otros propósitos 
científicos515,516. 

Procedimiento general

Los animales se anestesian con uretano al 25 % (0,6 ml por cada 100 g de peso) por vía 
intraperitoneal, administrando dosis adicionales cuando fue necesario. Manteniéndose 
con respiración espontánea del aire de la habitación. Se administra por vía intravenosa 
(vena femoral) azul de Evans al 1 % en suero salino (20 mg/kg)517. Tras laparotomía 
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media de unos 3 cm de longitud, se selecciona un asa de íleon* preferentemente irrigada 
por dos ramas de la arteria mesentérica superior, su longitud oscila entre los 3,5 y los 5,5 
centímetros. Tras aclarar la luz intestinal de su contenido, se canula por ambos extremos 
con tubos de silicona de unos 3 mm de diámetro y se aseguran con hilo. Se hace pasar 
por su interior suero salino al 0,9 %. 

La temperatura corporal de la rata se mantiene a 37 ºC, ésta permanece durante toda la 
experiencia en decúbito lateral sobre una platina, calentada mediante unas resistencias, 
regulándose su temperatura por medio de un termostato. El líquido de perfusión (suero 
salino), a través de un serpentín, se calienta en un baño lo suficiente para que cuando 
llegue al intestino (velocidad de perfusión, 0,5 ml/min), éste tenga una temperatura 
aproximada de 37 ºC (cosa que se comprueba en cada experiencia por medio de un 
sistema al que está acoplado un termómetro), evitándose así el enfriamiento del órgano. 
Así mismo, para evitar la desecación, se coloca una gasa humedecida de manera 
permanente con suero salino (superfusión a 0.5 ml/min y 37 ºC), sobre el intestino 
canulado y mesenterio  expuestos al medio ambiente. 

Todas las experiencias constan de un primer periodo de 30 minutos, en el que no se 
recogen muestras de líquido de perfusión intestinal. Se considera un periodo de 
estabilización postquirúrgica. Y de un segundo periodo durante el cual ya se recogen 
muestras de líquido de perfusión. Éste a su vez se puede subdividir, o no, en diferentes 
subperiodos conforme al tipo de intervención que se lleve a cabo y según se detalla a 
continuación. 

Cuando se somete al intestino delgado de la rata a un proceso de isquemia/reperfusión, 
sea por el procedimiento que sea, este segundo periodo consta de 3 subperiodos. Uno de 
30 minutos o periodo control, durante el cual se recogen 3 muestras de todo el suero 
perfundido durante 10 minutos. A continuación un periodo de 60 minutos, o periodo de 
isquemia, durante el que se recogen 6 muestras de todo el suero perfundido a través del 
intestino, de 10 minutos de duración. A éste le seguirá un periodo de 30 minutos o 
periodo de reperfusión, durante el cual se recogen 12 muestras de todo el suero 
perfundido, durante 2 minutos los primeros 12 minutos y durante 3 el resto de dicho 
periodo (figura 8). 

 

                                                 
* Cuando a lo largo del texto, se hace referencia al intestino delgado, nos referimos al ileon. Siempre se ha 

estudiado la misma zona, ya que diferentes porciones del intestino delgado, muestran distintas 
sensibilidades a la lesión por isquemia/reperfusión321. 
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Estabilización Control Isquemia

Reperfusión
 

 

Figura 8. Escala de tiempo donde se detallan los diferentes periodos de que consta una experiencia 
en la que se produce el síndrome de isquemia/reperfusión. Cada intervalo entre marcas verticales 
indica el periodo de tiempo durante el cual se está recogiendo una muestra. 

 

Cuando se somete al intestino delgado a un proceso de isquemia sin reperfusión, durante 
el periodo control se recogen muestras de la misma manera a como se detalló en el 
párrafo anterior. La diferencia es que la isquemia, en vez de 60 durará 90 minutos. Sin 
embargo, se respetan los intervalos de tiempo de recogida de muestras, y por tanto el 
número de éstas desde el minuto 30 hasta el 120. 

A los animales pertenecientes al grupo control, obviamente no se les sometió a isquemia 
ni a reperfusión, pero si se procedió a recoger muestras de líquido de perfusión intestinal 
de la misma manera que en los procedimientos anteriores. 

Al finalizar la experiencia se sacrifica al animal mediante dislocación cervical. 

Isquemia/reperfusión física (I/R física)

Además de toda la intervención “Procedimiento general”, expuesta en el punto anterior, 
se emplea una pinza hemostática de superficies lisas para producir la isquemia, la cual se 
aplica a la rama de la arteria mesentérica que irriga el intestino seleccionado, se inicia lo 
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que se ha denominado periodo de isquemia, y se retira el instante anterior que da paso al 
periodo de reperfusión. 

Los criterios utilizados para la retirada anticipada de los animales sometidos a dicha 
intervención han sido la necrosis aguda del intestino en los primeros minutos de 
isquemia (4 casos), o fallos en la técnica (2 casos). 

Al grupo control de esta intervención se le somete únicamente a lo que se ha 
denominado intervención general. 

Para controlar la lesión por reperfusión, a otro grupo experimental no se le provoca la 
misma, y se mantiene la isquemia 30 minutos más (90 minutos en total). 

Isquemia/reperfusión farmacológica (I/R farmacológica)

Además de lo expresado en el apartado “Procedimiento general”, para realizar esta 
intervención se superfunde a una velocidad constante (30 ml/h), las arterias que irrigan 
el segmento intestinal perfundido con una sustancia vasoconstrictora (clorhidrato de 
noradrenalina 2,5·10-3 M) en una solución de suero salino al 0,9 %. A continuación, y 
para provocar el periodo de reperfusión se retira el goteo de la sustancia vasoconstrictora 
y se coloca inmediatamente otro (velocidad del goteo: 60 ml/h) con dos sustancias, una 
vasodilatadora (clorhidrato de isoxsuprina 2·10-3 M) y otra antagonista del vasoconstrictor 
(clorhidrato de timoxamina 2·10-3 M) en solución de suero salino al 0,9 %. Hay que 
asegurarse que dichas sustancias sólo entren en contacto con las arterias seleccionadas y 
así produzcan sólo un efecto local (en el intestino seleccionado). De entrar al interior del 
abdomen se pueden producir alteraciones hemodinámicas no deseadas que obligarían a 
retirar anticipadamente al animal del estudio. 

Para asegurar que también estos goteos tengan una temperatura de 37 ºC, se comprueba 
al final de cada experiencia, utilizando la misma estrategia descrita para el líquido de 
perfusión. 

El criterio utilizado para la retirada anticipada de los animales sometidos a dicha 
intervención ha sido el fallo en la técnica (5 casos). 

Al grupo control de esta intervención se le somete únicamente a lo que se ha 
denominado intervención general. 
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Tratamientos

Los siguientes tratamientos farmacológicos se aplicaron a ambos modelos de I/R física e 
I/R farmacológica. 

El alopurinol se administró a los animales por vía oral, en una suspensión de 
metilcelulosa al 1 %. La pauta de administración fue la siguiente: 50 mg/kg cada 12 
horas, los dos días anteriores y 100 mg/kg el mismo día de la experiencia, 2 horas antes 
de la misma. 

La superóxido dismutasa (SOD) (Ontosein®: orgoteina, actividad superóxido dismutasa 
2.600 U/mg de proteína a pH 7,8*) ha sido administrada por vía intravenosa (vena 
femoral), en una solución de suero salino al 0,9 %. La pauta de administración fue, 
perfusión continua (velocidad de perfusión 1 ml/hora) de 1.000 U · kg-1 · hora-1, desde 
60 minutos antes de provocar la isquemia hasta el minuto 5 de la reperfusión (total 125 
minutos). 

La catalasa ha sido administrada por vía intravenosa (vena femoral), en una solución de 
suero salino al 0,9 %. La pauta de administración fue, perfusión continua (velocidad de 
perfusión 1 ml/hora) de 200.000 U · kg-1 · hora-1, desde 60 minutos antes de provocar la 
isquemia hasta el minuto 5 de la reperfusión (total 125 minutos). 

La NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) se administró a los animales por vía 
intravenosa (vena femoral), en una solución de suero salino al 0,9 %. La pauta de 
administración fue,  perfusión continua de 15 mg · kg-1 · hora-1  (velocidad de perfusión 
1 ml/hora), desde el minuto 45 de isquemia hasta el minuto 30 de la reperfusión (total 45 
minutos). 

La L-arginina ha sido administrada por vía intravenosa (vena femoral), en una solución 
de suero salino al 0,9 %. La pauta de administración fue, perfusión continua (velocidad 
de perfusión 1 ml/hora) de 300 mg · kg-1 · hora-1, desde el minuto 45 de isquemia hasta 
el minuto 30 de la reperfusión (total 45 minutos). 

A los grupos control se les ha sometido a la misma manipulación que a los distintos 
grupos intervención. En caso de aplicación de un tratamiento, al grupo control se le ha 
administrado únicamente el vehículo con el que se administra el fármaco, o un fármaco 
idéntico sin la actividad específica del que se quiere controlar (D-NAME, D-arginina). 

                                                 
* Información suministrada por el laboratorio farmacéutico. 
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Definición de la variable respuesta 

Un hecho característico en la reperfusión del intestino isquémico es el daño funcional y 
estructural de la mucosa267,269,270,502,504,509, lo que produce un incremento del 
aclaramiento transmucoso de albúmina (y otras macromoléculas), por un aumento de la 
permeabilidad microvascular y de la mucosa intestinal46,208,210,248,279,284,312,421,451,484,485, 
así como un incremento en la liberación de enzimas intracelulares debido al daño 
tisular451,502-505. Para cuantificarlas, se mide respectivamente el azul de Evans 
extravasado (usado como marcador de la pérdida proteica intravascular), y el nivel del 
enzima citosólico lacticodeshidrogenasa (LDH) en el líquido de perfusión. 

Para evaluar las alteraciones producidas durante el síndrome de isquemia reperfusión se 
utilizan los siguientes criterios. 

La permeabilidad vascular y de la mucosa intestinal a las proteínas del plasma es una 
medida muy utilizada para cuantificar la disfunción observada tras breves periodos de 
isquemia intestinal289. Diversos trabajos muestran una correlación positiva significativa 
entre el incremento en la permeabilidad microvascular, y la extravasación de ciertos 
colorantes, como el azul de Evans, administrados por vía intravenosa518-520. 

Para valorar la permeabilidad vascular y de la mucosa intestinal, se determina la 
acumulación de azul de Evans en el líquido de perfusión intestinal, el cual tras la 
administración intravenosa se une a las proteínas del plasma, en su mayor parte a la 
albúmina521,522. Diversos trabajos muestran una correlación positiva significativa entre el 
incremento en la permeabilidad microvascular, y la extravasación de ciertos colorantes 
administrados por vía intravenosa518-520. Esta valoración se hace con un 
espectrofotómetro, determinando la densidad óptica del líquido de perfusión intestinal a 
620 nm. 

El mantenimiento de la isquemia provoca la liberación de enzimas citosólicos por 
alteración de la estructura celular451,502-505, pudiéndose apreciar desde alteraciones 
microscópicas hasta graves cambios macroscópicos267,282,503,506,507. 

Para evaluar la lesión tisular, se mide la cantidad de LDH liberada a la luz intestinal, un 
enzima presente en todas las células del organismo, que cataliza la conversión de 
piruvato en lactato. Esta ya ha sido utilizada como marcador del estrés oxidativo51. En el 
análisis de las muestras de líquido de perfusión, se utilizó para su determinación el test 
"Método estándar optimizado" de la Deutsche Gesellschaft für Klinische Chemie (Z. 
klin.. Chem. u. klin. Biochem. 8 (1970) 658; 10 (1972) 182). 

La determinación se basa en la siguiente reacción: 
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                          Piruvato +  NADH +  H+  L-lactato + NAD�� ��LDH +          Reacción 51 

La actividad LDH liberada en el medio fue evaluada espectrofotometricamente a 340 nm 
midiendo el NAD+ derivado de NADH usando al piruvato como substrato. Una unidad 
de actividad LDH se define como la cantidad de enzima que produce un μmol/L de 
NAD+ por minuto. 

Al acabar cada experiencia, se centrifugan las muestras de suero perfundido por la luz 
intestinal a 1500 g durante 10 minutos a 10 ºC. Tras ello se recoge el sobrenadante (casi 
toda la muestra) y se almacena en una nevera a 4 ºC a la espera de ser analizado de la 
manera descrita anteriormente. 

Ambos parámetros fueron analizados siempre dentro de las 30 horas siguientes a la 
experiencia. En ocasiones se recurrió a mediciones repetidas. 

Relación de aparatos utilizados 

Microscopio Binocular Jena, platina termostatada diseñada especialmente para acoplarse 
al microscopio, baño Selecta, bomba peristáltica Pharmacia Biotch P1, bomba de 
perfusión Infors HT® Precidor Typ 5003, bomba de perfusión Braun Perfusor® IV, 
centrífuga Sorval RC5, espectrofotómetro Milton Roy Spectronic 301, 
espectrofotómetro Hicel Lisa. 

Fármacos y reactivos 

Uretano (Sigma), azul de Evans (Sigma), noradrenalina clorhidrato (Sigma), timoxamina 
clorhidrato (Roig-Farma), isoxsuprina clorhidrato (Roig-Farma), alopurinol (Sigma), 
metilcelulosa (Sigma), Ontosein® (orgoteina 8 mg) (Tedec-Meiji Farma S.A.), catalasa 
(Sigma), NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma), L-arginina (Sigma), 
NG-nitro-D-arginina metil éster (D-NAME) (Sigma), D-arginina (Sigma). 

Las determinaciones de la actividad lacticodeshidrogenasa se realizaron con material 
suministrado por  los laboratorios Boehringer Mannheim. 

Todos los preparados (soluciones, suspensiones) se prepararon el mismo día de la 
experiencia, exceptuando la solución de uretano que se puede almacenar durante días sin 
problemas. 
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Metodología del análisis estadístico 

Se presenta un modelo de medidas repetidas, un diseño factorial mixto (diseño entre 
sujetos y diseño intrasujetos), donde los distintos tratamientos forman el factor entre 
grupos y el tiempo es el factor intragrupo. 

Se procede a la evaluación de los datos mediante un análisis de la variancia de medidas 
repetidas, utilizando el test conservador, en el cual se ajustan los grados de libertad de la 
porción intrasujetos523, ya que las pruebas F habituales no tienen en cuenta la correlación 
serial524 que se da en el modelo que se presenta, y al no cumplirse en nuestros datos la 
condición de que estos sigan un patrón de esfericidad en la matriz de 
variancias/covariancias de las variables ortonormalizadas525. 

A la matriz de datos se analiza con un programa MANOVA de la aplicación SPSS para 
Windows Versión 6.0.1 (Norusis, 1994), empleando contrastes tipo Simple y Helmert 
para el análisis de las diferencias entre tratamientos, utilizando el procedimiento de 
Bonferroni de comparaciones múltiples para controlar el incremento de probabilidad de 
cometer un error tipo I (
 = 0,05), en la aplicación de contrastes a posteriori525. 

Un contraste en un tiempo dado entre dos tratamientos, consiste en restarle a la media de 
cada uno de los tratamientos, en el tiempo en cuestión, su correspondiente periodo 
control; una vez hecho, se calcula la diferencia entre los dos valores resultantes, su 
intervalo de confianza del 95 % y su significación estadística. 

Aparte de los animales excluidos por necrosis intestinal o fallo en la técnica, ninguna 
rata perteneciente a los grupos control, grupos de referencia I/R física e I/R
farmacológica, y grupos tratamiento, fue excluida del estudio o del análisis final de los 
datos. 
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Resultados descriptivos 

Los animales utilizados son ratas Wistar macho con un peso medio de 303,8 g (DE: 18,9 g), 
a las que se les seleccionó un segmento de intestino delgado de 4,4 cm de longitud 
media (DE: 0,6 cm). 

La tabla 2 muestra las características de ambas variables de selección en los grupos 
implicados en análisis posteriores. 

 

Tabla 2. Datos descriptivos de los animales en las variables de selección peso (gramos) y longitud del 
segmento intestinal (centímetros). Los datos se presentan como media y desviación estándar de la muestra. 
I/R: isquemia/reperfusión. L. s. i.: longitud del segmento de intestino delgado. SOD: superóxido dismutasa. 
L-NAME: NG-nitro-L-arginina metil éster. 

Grupo Peso L. s. i. Nº casos 

Control 306,2 (22,3) 4,7 (0,8) 31 
Isquemia de 90’ sin reperfusión 300,5 (17,5) 4,2 (0,6) 7 
I/R física 297,8 (22,4) 4,4 (0,7) 35 
I/R física + alopurinol 296,7 (19,8) 4,4 (0,6) 10 
I/R física + SOD 305,5 (20,1) 4,3 (0,4) 8 
I/R física + catalasa 305,2 (15,5) 4,1 (0,4) 8 
I/R física + L-NAME 311,8 (18,4) 4,5 (0,4) 8 
I/R física + L-arginina 311,7 (16,0) 4,5 (0,5) 8 
I/R farmacológica 304,3 (10,9) 4,3 (0,5) 19 
I/R farmacológica + alopurinol 296,0 (16,2) 4,6 (0,7) 10 
I/R farmacológica + SOD 309,9 (19,9) 4,4 (0,3) 8 
I/R farmacológica + catalasa 308,8 (15,1) 4,5 (0,4) 8 
I/R farmacológica + L-NAME 306,8 (15,6) 4,5 (0,4) 8 
I/R farmacológica + L-arginina 307,4 (15,6) 4,4 (0,7) 8 

 

 

El  estudio  de  comparabilidad  inicial entre los grupos de animales  respecto a estas dos 
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variables, nos proporciona un valor de F* (F13, 162, 0.05 = 0,82) no significativo (P = 0,635) 
para la longitud del segmento intestinal; y otro, F13, 162, 0.05 = 0,93, igualmente no 
significativo (P = 0,528) para la variable peso. 

De igual manera, tampoco existen diferencias estadísticamente significativas entre los 
periodos control de los animales pertenecientes a los grupos estudiados (son comparables), 
para las variables respuesta LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) y azul 
de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1). Para ver los 
resultados descriptivos de los mencionados periodos control en los distintos grupos, mirar 
las tablas 4 a 10 del anexo I (páginas 228 a 234). 

Estos datos nos permiten concluir que, nada se opone a aceptar que los grupos son 
comparables. 

Resultado del análisis de la influencia de la reperfusión en la 
lesión isquémica

Las gráficas 1 y 2 muestran la evolución de los niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm de 
intestino perfundido-1) y azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de 
intestino perfundido-1) a lo largo de los periodos control, isquémico y de reperfusión, en 
el grupo I/R física; y de los periodos control e isquémico del grupo I 90’ sin R, 
controlado por el grupo control. 

 

Estudio de los niveles de LDH en el líquido de perfusión.

El estudio de comparabilidad inicial no se opone a aceptar que no hay diferencias 
estadísticamente significativas entre los periodos control de los tres grupos, P = 0,779. 

El análisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadísticamente 
significativas entre el grupo I/R física y el grupo I 90’ sin R (P < 0,001). 

                                                 
* Fgl1, gl2, �. Donde gl1 son los grados de libertad de la variancia entre grupos; gl2, los grados de libertad de 

la variancia intragrupos y; �, representa el riesgo �, el cual es la probabilidad de rechazar la hipótesis 
nula condicionada al hecho de que ésta sea verdadera (error tipo I). 
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Gráfica 1. Niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) en el líquido de 
perfusión intestinal. I: isquemia. R: reperfusión. LDH (UI): unidades del sistema internacional de 
lacticodeshidrogenasa. 

Se han aplicado contrastes entre los grupos I 90’ sin R respecto al I/R física, controlado 
por el grupo control, para todos los tiempos estudiados. Tabla 11 en anexo II. 

No se observan diferencias estadísticamente significativas entre I 90’ sin R respecto al 
I/R física en el periodo comprendido entre los 30 y los 90 minutos del experimento. 

Por otro lado, en el periodo comprendido entre los 90 y los 120 minutos del 
experimento, existen diferencias muy significativas en los niveles de LDH de ambos 
grupos. En los animales sometidos a reperfusión estos niveles aumentan 
considerablemente, a diferencia de los que se les mantiene la isquemia hasta el final, que 
permanecen más o menos estables. La diferencia es máxima en el minuto 92 (en el grupo 
I/R física, minuto 2 de la reperfusión y en el grupo I 90’ sin R, minuto 62 de isquemia), 
16,0 UI (IC95 %*: 10,6 a 21,4) (P < 0,001), lo que representa una diferencia del 86,6 %# 
(IC95 %: 57,2 a 115,9) si tomamos como referencia el valor del grupo  I/R física  y  le  
damos  el  valor 100 %.  Esto  equivaldría a decir que el grupo I 90’ sin R tiene unos 
niveles de LDH que son el 13,4 % de los observados en el grupo I/R física. Las 
diferencias se mantienen hasta el final (en el grupo I/R física, minuto 30 de la 

                                                 
* IC95 %: Intervalo de confianza del 95 %. 
# En este apartado, de aquí en adelante, los valores expresados en % tendrán como referencia del 100 % el 

nivel del grupo I/R física, en el intervalo de tiempo que nos estemos refiriendo. 
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reperfusión y en el grupo I 90’ sin R, minuto 90 de isquemia), 5,5 UI (IC95 %: 2,8 a 8,1) 
(P < 0,001), lo que representa una diferencia del 69,6 % (IC95 %: 35,5 a 103,6). 

 

Estudio de los niveles de densidad óptica de azul de Evans en el líquido de perfusión.

El estudio de comparabilidad inicial no se opone a aceptar que no hay diferencias 
estadísticamente significativas entre los periodos control de los tres grupos, P = 0,905. 

 

Gráfica 2. Niveles de azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de intestino 
perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal. I: isquemia. R: reperfusión. 

El análisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadísticamente 
significativas entre el grupo I/R física y el grupo I 90’ sin R (P < 0,001). 

Se han aplicado contrastes entre los grupos I 90’ sin R respecto al I/R física, controlado 
por el grupo control, para todos los tiempos estudiados. Tabla 12 en anexo II. 

No se observan diferencias estadísticamente significativas entre I 90’ sin R respecto al 
I/R física en el periodo comprendido entre los 30 y los 90 minutos del experimento. 

Sin embargo, en el periodo comprendido entre los 90 y los 120 minutos del experimento, 
existen diferencias muy significativas en los niveles de azul de Evans de ambos grupos. 
En los animales sometidos a reperfusión estos niveles aumentan considerablemente, a 
diferencia de los que se le mantiene la isquemia hasta el final, que permanecen más o
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menos estables. La diferencia es máxima en el minuto 94 (en el grupo I/R física, minuto 
4 de la reperfusión y en el grupo I 90’ sin R, minuto 64 de isquemia), 11,1 (IC95 %: 7,0 
a 15,2) (P < 0,001), lo que representa una diferencia del 97,9 % (IC95 %: 61,9 a 133,8). 
Esto equivaldría a decir que el grupo I 90’ sin R tiene unos  niveles  de  azul de Evans  
que  son el 2,1 %  de  los  observados  en el grupo I/R física. Las diferencias se 
mantienen hasta el final (en el grupo I/R física, minuto 30 de la reperfusión y en el grupo 
I 90’ sin R, minuto 90 de isquemia), siendo en ese instante de 2,0 (IC95 %: 1,3 a 2,7) 
(P < 0,001), lo que representa una diferencia del 91,2 % (IC95 %: 59,1 a 123,4). 

Resultado del análisis de los modelos de referencia 

Antes de proseguir, aclarar que los resultados que mostraremos a partir de aquí hasta el 
final de la sección “Resultados”, se han obtenido tras el análisis de dos matrices de datos 
siguiendo el modelo estadístico descrito en la sección “Metodología”. 

En una de las matrices se encuentran el grupo control, el I/R física y todos los grupos de 
animales a los que se le ha sometido a I/R física y han sido tratados con alopurinol (I/R
física + alopurinol), SOD (I/R física + SOD), catalasa (I/R física + catalasa), L-NAME 
(I/R física + L-NAME) y L-arginina (I/R física + L-arginina). En la otra se hallan el 
grupo control, el I/R farmacológica y todos los grupos de animales a los que se le ha 
sometido a I/R farmacológica tratados con alopurinol (I/R farmacológica + alopurinol), 
SOD (I/R farmacológica + SOD), catalasa (I/R farmacológica + catalasa), L-NAME 
(I/R farmacológica + L-NAME) y L-arginina (I/R farmacológica + L-arginina). 

En los resultados obtenidos de los análisis efectuados sobre una u otra matriz de datos, 
aunque nos refiramos en el texto, en las gráficas o en las tablas, únicamente a la 
diferencia o igualdad entre 2 grupos, existe en éstas la influencia de los restantes grupos 
que componen la matriz de datos. En ambos casos las matrices de datos están 
compuestas por 7 grupos, como ha sido especificado anteriormente. 

El estudio de comparabilidad inicial no se opone a aceptar que no hay diferencias 
estadísticamente significativas entre los periodos control del grupo control, del I/R física y 
todos  los  grupos  I/R física  con  tratamiento:  alopurinol,  SOD,  catalasa,  L-NAME  y  
L-arginina, para las variables respuesta LDH (P = 0,938) y azul de Evans (P = 0,787). Así 
como tampoco entre los periodos control del grupo control, del I/R farmacológica y todos 
los  grupos  I/R farmacológica  con  tratamiento:  alopurinol,  SOD,  catalasa,  L-NAME  
y L-arginina, para las mismas variables: LDH (P = 0,995) y azul de Evans (P = 0,756). 
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Las gráficas 3 y 4 muestran la evolución de los niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm de 
intestino perfundido-1) y azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de 
intestino perfundido-1) a lo largo de los periodos control, isquémico y de reperfusión, en los 
grupos I/R física, I/R qímica y control.  

Análisis del modelo isquemia/reperfusión física 

El estudio se ha hecho comparando los grupos I/R física y control, manteniendo la 
influencia sobre ambos de los 5 grupos I/R física con tratamiento. 

Estudio de los niveles de LDH en el líquido de perfusión.

El análisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadísticamente 
significativas entre los grupos I/R física y control (P < 0,001) (gráfica 3). 

Gráfica 3. Niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) en el líquido de 
perfusión intestinal. I/R: isquemia/reperfusión. LDH (UI): unidades del sistema internacional de 
lacticodeshidrogenasa. 

 

 

Se han aplicado contrastes para todos los tiempos estudiados. Tabla 13 en anexo III. 

Se observan diferencias muy significativas desde el inicio de la isquemia hasta el final 
de la experiencia. 

En el grupo I/R física, durante todo el periodo isquémico, los niveles de LDH se 
encuentran significativamente aumentados respecto a lo que le ocurre al grupo control 
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entre los tiempos 30 y 90 minutos. La máxima diferencia se observa en el minuto 90 
(minuto 60 de la isquemia), 2,4 UI (IC95 %: 1,4 a 3,3) (P < 0,001), lo que representa un 
incremento de 2,9 veces (IC95 %: 2,1 a 3,6) respecto al grupo control. 

Igualmente, en el grupo I/R física, durante todo el periodo de reperfusión se encuentran 
muy aumentados los niveles de LDH respecto a lo que le ocurre al grupo control entre 
los tiempos 90 y 120 minutos. La máxima diferencia se observa en el minuto 92 (minuto 
2 de la reperfusión), 17,3 UI (IC95 %: 14,3 a 20,3) (P < 0,001), lo que representa un 
incremento de 16,2 veces (IC95 %: 13,6 a 18,8) respecto al grupo control, 
manteniéndose las diferencias hasta el minuto 120 (minuto 30 de la reperfusión), 6,3 UI 
(IC95 %: 4,9 a 7,8) (P < 0,001), lo que equivale un incremento en ese instante de 5,2 
veces (IC95 %: 4,2 a 6,1) respecto al grupo control. 

Estudio de los niveles de densidad óptica de azul de Evans en el líquido de perfusión.

El análisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadísticamente 
significativas entre los grupos I/R física y control (P < 0,001) (gráfica 4). 

Gráfica 4. Niveles de azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de intestino 
perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal. I/R: isquemia/reperfusión. 

 

 

Se han aplicado contrastes para todos los tiempos estudiados. Tabla 14 en anexo III. 

Se observan diferencias muy significativas desde el inicio de la isquemia hasta el final 
de la experiencia. 
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En el grupo I/R física, durante todo el periodo isquémico, los niveles de azul de Evans se 
encuentran significativamente aumentados respecto a lo que le ocurre al grupo control 
entre los tiempos 30 y 90 minutos. La máxima diferencia se observa en el minuto 90 
(minuto 60 de la isquemia), 0,3 (IC95 %: 0,2 a 0,4) (P < 0,001), lo que representa un 
incremento en los niveles de 188,4 veces (IC95 %: 135,6 a 241,2) respecto al grupo 
control. 

Igualmente, en el grupo I/R física, durante todo el periodo de reperfusión se encuentran 
muy aumentados los niveles de azul de Evans respecto a lo que le ocurre al grupo 
control entre los tiempos 90 y 120 minutos. La máxima diferencia se observa en el 
minuto 94 (minuto 4 de la reperfusión), 11,3 (IC95 %: 8,5 a 14,2) (P < 0,001), lo que 
representa un incremento de 32979,0 veces (IC95 %: 41256,4 a 24701,6) respecto al 
grupo control, manteniéndose las diferencias hasta el minuto 120 (minuto 30 de la 
reperfusión), 2,2 (IC95 %: 1,5 a 2,8) (P < 0,001), lo que equivale un incremento en ese 
momento de 1893,2 veces (IC95 %: 1294,6 a 2490,5) respecto al grupo control. 

Análisis del modelo isquemia/reperfusión farmacológica 

El estudio se ha hecho comparando los grupos I/R farmacológica y control, manteniendo 
la influencia sobre ambos de los 5 grupos I/R farmacológica con tratamiento. 

Estudio de los niveles de LDH en el líquido de perfusión.

El análisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadísticamente 
significativas entre los grupos I/R farmacológica y control (P < 0,001) (gráfica 3). 

Se han aplicado contrastes para todos los tiempos estudiados. Tabla 15 en anexo III. 

No se observan diferencias significativas en los niveles de LDH durante todo el periodo 
isquémico, en el grupo I/R farmacológica, respecto a lo que le ocurre al grupo control 
entre los tiempos 30 y 90 minutos. 

Por el contrario, en el grupo I/R farmacológica, durante todo el periodo de reperfusión se 
encuentran aumentados los niveles de LDH respecto a lo que le ocurre al grupo control 
entre los tiempos 90 y 120 minutos. La máxima diferencia se observa en el minuto 94 
(minuto 4 de la reperfusión), 7,6 UI (IC95 %: 5,7 a 9,4) (P < 0,001), lo que representa un 
incremento de 7,5 veces (IC95 %: 5,9 a 9,1) respecto al grupo control, manteniéndose 
las diferencias hasta el minuto 120 (minuto 30 de la reperfusión),  3,5 UI  (IC95 %: 2,3 a 
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4,8) (P < 0,001), lo que equivale un incremento en ese momento de 3,3 veces (IC95 %: 
2,5 a 4,2) respecto al grupo control.

Estudio de los niveles de densidad óptica de azul de Evans en el líquido de perfusión.

El análisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadísticamente 
significativas entre los grupos I/R farmacológica y control (P < 0,001) (gráfica 4). 

Se han aplicado contrastes para todos los tiempos estudiados. Tabla 16 en anexo III. 

En el grupo I/R farmacológica, existe un incremento estadísticamente significativa de 
los niveles de azul de Evans en los últimos 20 minutos del periodo isquémico, respecto a 
lo que le ocurre al grupo control entre los tiempos 70 y 90 minutos. La máxima 
diferencia se observa en el minuto 90 (minuto 60 de la isquemia), 0,1 (IC95 %: 0,05 a 
0,15) (P < 0,001), lo que representa un incremento de 66,6 veces (IC95 %: 31,8 a 101,4) 
respecto al grupo control. 

Por el contrario, en el grupo I/R farmacológica, durante todo el periodo reperfusión se 
encuentran muy aumentados los niveles de azul de Evans respecto a lo que le ocurre al 
grupo control entre los tiempos 90 y 120 minutos. La máxima diferencia se observa en el 
minuto 94 (minuto 4 de la reperfusión), 4,1 (IC95 %: 2,9 a 5,2) (P < 0,001), lo que 
equivale un incremento de 11888,4 veces (IC95 %: 8538,5 a 15238,3) respecto al grupo 
control, manteniéndose las diferencias hasta el minuto 120 (minuto 30 de la 
reperfusión), 0,6 (IC95 %: 0,2 a 0,9) (P < 0,001), lo que representa un incremento en ese 
instante de 508,0 veces (IC95 %: 205,5 a 809,2) veces respecto al grupo control. 

Resultado del análisis de la influencia del método para producir 
la lesión por isquemia/reperfusión 

El análisis lo subdividimos en 4 subapartados. 

Resultado del análisis de la influencia de las especies reactivas del oxígeno en 
la isquemia/reperfusión mediada por un método físico 

Las gráficas 5 y 6 muestran la evolución de los niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm de 
intestino perfundido-1) y azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de 
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intestino perfundido-1) a lo largo de los periodos control, isquémico y de reperfusión, en los 
grupos I/R física + alopurinol, I/R física + SOD e I/R física + catalasa, respecto al grupo 
I/R física, controlados por el grupo control. 

Estudio de los niveles de LDH en el líquido de perfusión.

Gráfica 5. Niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) en el líquido de 
perfusión intestinal. I/R: isquemia/reperfusión. LDH (UI): unidades del sistema internacional de 
lacticodeshidrogenasa. SOD: superóxido dismutasa. 

El análisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadísticamente 
significativas entre el grupo I/R física y los grupos I/R física + alopurinol (P < 0,001) e I/R
física + SOD (P < 0,001), pero no con el I/R física + catalasa (P = 0,074). 

Se han aplicado contrastes entre los grupos I/R física con tratamiento respecto al I/R física, 
controlados por el grupo control, para todos los tiempos estudiados de isquemia y de 
reperfusión. Tablas 17, 19 y 21 en anexo IV.  

No se observan diferencias estadísticamente significativas entre los tres grupos con 
tratamiento respecto al grupo I/R física durante todo el periodo isquémico. 

El tratamiento con alopurinol reduce de manera muy significativa los niveles de LDH 
durante toda la reperfusión, siendo máxima a los 2 minutos de dicho periodo (minuto 92 
de la experiencia) con una diferencia de 9,6 UI (IC95 %: 5,3 a 13,9) (P < 0,001), lo que 
representa un 52,1 % (IC95 %: 28,7 a 75,4) menos respecto a los niveles observados en 
el grupo sin tratamiento, manteniéndose dicha reducción hasta el minuto 30 de la 
reperfusión (o lo que es lo mismo, hasta el minuto 120 de la experiencia). Los niveles de 
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LDH en ese momento son algo más de la mitad de los observados en el grupo I/R física, 
siendo la diferencia de 3,4 UI (IC95 %: 1,3 a 5,5) (P < 0,001), o sea un 43,4 % menos 
(IC95 %: 16,7 a 70,1). En proporción la máxima reducción se produce a los 4 minutos 
de la reperfusión, un 56,9 % (IC95 %: 36,6 a 77,3). 

El tratamiento con SOD igualmente reduce de manera muy significativa los niveles de 
LDH en toda la reperfusión. Es máxima a los 2 minutos de dicho periodo con una 
reducción del 66,0 % (IC95 %: 40,4 a 91,5) respecto a los  observados en el grupo sin 
tratamiento, lo que equivale una diferencia de 12,2 UI (IC95 %: 7,5 a 16,9) (P < 0,001), 
manteniéndose ésta hasta el minuto 30 de la reperfusión, momento en el que son algo 
menores a la mitad de los observados en el grupo I/R física, siendo la diferencia de 4,1 
UI (IC95 %: 1,8 a 6,4) (P < 0,001), o sea un 52,3 % menos (IC95 %: 23,1 a 81,4). 

El tratamiento con catalasa, como se ha indicado anteriormente, desde el punto de vista 
estadístico no reduce significativamente los niveles de LDH de manera global, aunque sí 
lo hace en valores absolutos. Analizando las diferencias en cada uno de los tiempos, se 
aprecia una reducción significativa a los 6 minutos de la reperfusión, un 25,7 % (IC95 %: 
1,8 a 49,5) menos respecto a los niveles observados en el grupo sin tratamiento, lo que 
representa una diferencia de 3,0 UI (IC95 %: 0,2 a 5,8) (P = 0,035). Esta significación se 
mantiene esporádicamente hasta el minuto 30 de la reperfusión, con una diferencia en 
ese instante de 2,6 UI (IC95 %: 0,3 a 4,9) (P = 0,028), o sea un 32,7 % menos (IC95 %: 
3,5 a 61,9) que los niveles observados en el grupo I/R física. La máxima diferencia en 
términos absolutos, se observa a los 2 minutos de la reperfusión, 4,5 UI (IC95 %: -0,2 a 
9,2), pero ésta no es estadísticamente significativa, P = 0,061. 

Estudio de los niveles de densidad óptica de azul de Evans en el líquido de perfusión.

Existen diferencias estadísticamente significativas entre el grupo I/R física y los grupos 
I/R física + alopurinol  (P = 0,001)  e  I/R física + SOD  (P = 0,032),  pero  no  con  el  
I/R física +  catalasa (P = 0,087). 

La aplicación de los contrastes entre los grupos I/R física con tratamiento respecto al  
I/R física, controlados por el grupo control, para todos los tiempos estudiados de 
isquemia y de reperfusión están especificados en las tablas 18, 20 y 22 en el anexo IV. 

No se observan diferencias estadísticamente significativas entre los tres grupos con 
tratamiento respecto al grupo I/R física durante todo el periodo isquémico. 

El tratamiento con alopurinol reduce de manera muy significativa los niveles de azul de 
Evans durante toda la reperfusión. Es máxima a los 4 minutos de dicho periodo con una 
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reducción de 9,6 (IC95 %: 5,5 a 13,7) (P < 0,001), lo que equivale a un 84,4 % menos 
(IC95 %: 48,1 a 120,7) respecto a los niveles observados en el grupo sin tratamiento. 
Dicha reducción se mantiene hasta el minuto 30 de la reperfusión, instante en el que son 
algo mayores a un tercio de los observados en el grupo I/R física. La diferencia es de 1,4 
(IC95 %: 0,4 a 2,4) (P = 0,005), o sea un 66,3 % menos (IC95 %: 20,5 a 112,0). En 
proporción la máxima reducción se produce a los 2 minutos de la reperfusión, un 85,8 % 
(IC95 %: 42,1 a 129,5). 

Gráfica 6. Niveles de azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de intestino 
perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal. I/R: isquemia/reperfusión. SOD: superóxido 
dismutasa. 

El tratamiento con SOD reduce los niveles de azul de Evans durante la reperfusión, pero 
ésta deja de ser estadísticamente significativa a partir del minuto 12 de dicho periodo. El 
efecto máximo se observa a los 4 minutos en donde la diferencia es de 6,7 (IC95 %: 2,2 
a 11,2) (P = 0,004), que representa una reducción del 59,1 % (IC95 %: 19,4 a 98,8) 
respecto a los niveles observados en el grupo sin tratamiento. Sin embargo, en el minuto 
2 de la reperfusión, a pesar de haber una diferencia entre ambos grupos algo menor que 
la mencionada anteriormente, 5,3 (IC95 %: 1,8 a 8,8) (P = 0,003), en proporción el 
efecto del tratamiento es bastante mayor ya que su valor es un 72,1 % (IC95 %: 24,3 a 
119,8) menor que el del grupo sin tratamiento. 

El tratamiento con catalasa, como se ha indicado anteriormente, desde el punto de vista 
estadístico no reduce significativamente los niveles de azul de Evans de manera global, 
aunque sí lo hace en valores absolutos. Analizando las diferencias en cada uno de los 
tiempos, sólo se aprecia una reducción significativa en los primeros 4 minutos de la 
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reperfusión. Proporcionalmente el efecto máximo del tratamiento se observa en el 
minuto 2 con una reducción del 60,9 % (IC95 %: 13,2 a 108,7) respecto a los niveles 
observados en el grupo sin tratamiento, lo que equivale a una diferencia de 4,5 (IC95 %: 
1,0 a 7,9) (P = 0,013). Aunque en valores absolutos la máxima diferencia se produce en 
el minuto 4, donde ésta es de 5,3 (IC95 %: 0,8 a 9,8) (P = 0,021), representando sólo una 
reducción del 47,0 % (IC95 %: 7,3 a 86,7). 

Resultado del análisis de la influencia de las especies reactivas del oxígeno en 
la isquemia/reperfusión mediada por un método farmacológico

Las gráficas 7 y 8 muestran la evolución de los niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm de 
intestino perfundido-1) y azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de 
intestino perfundido-1) a lo largo de los periodos control, isquémico y de reperfusión, en 
los grupos I/R farmacológica + alopurinol, I/R farmacológica + SOD e I/R farmacoló-
gica + catalasa, respecto al grupo I/R farmacológica, controlados por el grupo control. 

Estudio de los niveles de LDH en el líquido de perfusión.

El análisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadísticamente 
significativas entre el grupo I/R farmacológica y los grupos I/R farma-cológica + 
alopurinol (P = 0,001) e I/R farmacológica + SOD (P = 0,002), pero no con el I/R
farmacológica + catalasa (P = 0,374). 

La aplicación de los contrastes entre los grupos I/R farmacológica con tratamiento 
respecto al I/R farmacológica, controlados por el grupo control, para todos los tiempos 
estudiados de isquemia y de reperfusión están especificados en las tablas 27, 29 y 31 en 
el anexo IV. 

No se observan diferencias estadísticamente significativas entre los grupos I/R fármaco-
lógica + alopurinol e I/R farmacológica + catalasa respecto al grupo I/R farmacológica 
durante todo el periodo isquémico. Sin embargo, en el grupo I/R farmacológica + SOD, 
sí existe una disminución de los niveles de LDH durante todo el periodo mencionado, 
siendo ésta significativa en los últimos 30 minutos. La máxima diferencia se observa al 
final de la isquemia (minuto 60 de este periodo, minuto 90 del experimento), y es de 1,3 
UI (IC95 %: 0,4 a 2,3) (P = 0,006), lo que representa una reducción del 74,7 % (IC95 %: 
22,5 a 126,9) de los niveles observados en el grupo sin tratamiento. Aunque en 
proporción la reducción máxima significativa se produce al minuto 40 de la isquemia, un 
92,0 % (IC95 %: 7,3 a 176,7). 
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Gráfica 7. Niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) en el líquido de 
perfusión intestinal. I/R: isquemia/reperfusión. LDH (UI): unidades del sistema internacional de 
lacticodeshidrogenasa. SOD: superóxido dismutasa. 

 

El tratamiento con alopurinol reduce significativamente los niveles de LDH durante toda la 
reperfusión. Es máxima a los 4 minutos de dicho periodo donde la diferencia es de 5,9 UI 
(IC95 %: 3,4 a 8,4) (P < 0,001), lo que representa un 67,3 % menos (IC95 %: 39,0 a 
95,6) que los niveles observados en el grupo sin tratamiento, y manteniéndose ésta hasta 
el minuto 30 de la reperfusión, momento en el cual los niveles son algo mayores a la 
mitad de los observados en el grupo I/R farmacológica, siendo la diferencia en ese 
momento de 2,1 UI (IC95 %: 0,4 a 3,8) (P = 0,014), o sea un 42,1 % menos (IC95 %: 
8,9 a 75,3). 

El tratamiento con SOD igualmente reduce de manera significativa los niveles de LDH 
en toda la reperfusión. Es máxima a los 4 minutos de dicho periodo con una diferencia 
de 5,8 UI (IC95 %: 3,1 a 8,5) (P < 0,001), lo que representa una reducción del 66,1 % 
(IC95 %: 35,5 a 96,6) respecto a los observados en el grupo sin tratamiento. Esta se 
mantiene hasta el minuto 30 de la reperfusión, con unos niveles de LDH en ese instante 
algo menores a la mitad de los observados en el grupo I/R farmacológica, siendo la 
diferencia de 2,8 UI (IC95 %: 1,0 a 4,6) (P = 0,003), o sea un 54,8 % menos (IC95 %: 
19,0 a 90,6). En proporción la máxima reducción se produce a los 2 minutos de la 
reperfusión, un 79,7 % (IC95 %: 38,3 a 121,1). 

El tratamiento con catalasa, como se ha indicado anteriormente, globalmente y desde el 
punto de vista estadístico no reduce de manera significativa los niveles de LDH. La 
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aplicación de los contrastes pone de manifiesto que tampoco lo hace de manera aislada 
en ninguno de los tiempos estudiados. 

Estudio de los niveles de densidad óptica de azul de Evans en el líquido de perfusión.

Existen diferencias estadísticamente significativas entre el grupo I/R farmacológica y 
los grupos I/R farmacológica + alopurinol (P < 0,001) e I/R farmacológica + SOD 
(P = 0,003), pero no con el I/R farmacológica + catalasa (P = 0,549). 

La aplicación de los contrastes entre los grupos I/R farmacológica con tratamiento 
respecto al I/R farmacológica, controlados por el grupo control, para todos los tiempos 
estudiados de isquemia y de reperfusión están especificados en las tablas 28, 30 y 32 en 
el anexo IV. 

No se observan diferencias estadísticamente significativas entre el grupo I/R
farmacológica + catalasa respecto al grupo I/R farmacológica durante todo el periodo 
isquémico. Sin embargo, en los grupos I/R farmacológica + alopurinol e I/R
farmacológica + SOD, sí existe una disminución estadísticamente significativa de los 
niveles de azul de Evans en los últimos 20 minutos de la isquemia. La máxima 
diferencia se obtiene al final del periodo, en el grupo I/R farmacológica + alopurinol 
ésta es de 0,09 (IC95 %: 0,02 a 0,16) (P = 0,018) lo que equivale a una reducción del 
85,5 % (IC95 %: 15,4 a 155,6) de los niveles observados en el grupo sin tratar. Para el 
tratado con SOD, la diferencia es de 0,10 (IC95 %: 0,03 a 0,18) (P = 0,010), lo que 
representa una reducción del 100 % (IC95 %: 24,4 a 175,6) respecto al grupo sin tratar. 

El tratamiento con alopurinol reduce significativamente los niveles de azul de Evans 
durante toda la reperfusión. Es máxima a los 4 minutos de dicho periodo con una 
diferencia de 3,8 (IC95 %: 2,2 a 5,3) (P < 0,001) lo que equivale una reducción del 92,6 % 
(IC95 %: 54,8 a 130,4) respecto a los observados en el grupo sin tratamiento. Esta se 
mantiene hasta el minuto 30 de la reperfusión, los niveles de azul de Evans en ese 
instante son un 82,6 % inferiores (IC95 %: 2,9 a 162,2) a los observados en el grupo
I/R farmacológica, y la diferencia es de 0,5 (IC95 %: 0,02 a 0,9) (P = 0,043). 

El tratamiento con SOD reduce los niveles de azul de Evans durante la reperfusión, pero 
ésta deja de ser estadísticamente significativa a partir del minuto 12 de dicho periodo. El 
efecto máximo se observa a los 4 minutos en donde la diferencia es de 3,4 (IC95 %: 1,8 
a 5,1) (P < 0,001), que es una reducción del 84,1 % (IC95 %: 43,3 a 124,8) respecto a 
los observados en el grupo sin tratamiento. 
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Gráfica 8. Niveles de azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de intestino 
perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal. I/R: isquemia/reperfusión. SOD: superóxido 
dismutasa. 

o 
perfundido

 

-1) en el líquido de perfusión intestinal. I/R: isquemia/reperfusión. SOD: superóxido 
dismutasa. 

El tratamiento con catalasa, como se ha indicado anteriormente, globalmente y desde el 
punto de vista estadístico no reduce de manera significativa los niveles de azul de Evans. 
La aplicación de los contrastes pone de manifiesto que tampoco lo hace de manera 
aislada en ninguno de los tiempos estudiados. 

El tratamiento con catalasa, como se ha indicado anteriormente, globalmente y desde el 
punto de vista estadístico no reduce de manera significativa los niveles de azul de Evans. 
La aplicación de los contrastes pone de manifiesto que tampoco lo hace de manera 
aislada en ninguno de los tiempos estudiados. 

Resultado del análisis de la influencia del óxido nítrico en la 
isquemia/reperfusión mediada por un método físico
Resultado del análisis de la influencia del óxido nítrico en la 
isquemia/reperfusión mediada por un método físico

Las gráficas 9 y 10§§ muestran la evolución de los niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm 
de intestino perfundido-1) y azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de 
intestino perfundido-1) a lo largo de los periodos control, isquémico y de reperfusión, en 
los grupos I/R física + L-NAME e I/R física + L-arginina, respecto al grupo I/R física, 
controlados por el grupo control. 

Las gráficas 9 y 10§§ muestran la evolución de los niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm 
de intestino perfundido-1) y azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de 
intestino perfundido-1) a lo largo de los periodos control, isquémico y de reperfusión, en 
los grupos I/R física + L-NAME e I/R física + L-arginina, respecto al grupo I/R física, 
controlados por el grupo control. 

Estudio de los niveles de LDH en el líquido de perfusión.Estudio de los niveles de LDH en el líquido de perfusión.

Existen diferencias estadísticamente significativas entre el grupo I/R física y los grupos 
I/R física + L-NAME (P = 0,003) e I/R física + L-arginina (P < 0,001). 

                                                 
§§ Advertencia: la gráfica 10 posee una escala diferente al resto de las gráficas que representan la densidad 

óptica de Azul de Evans. 
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La aplicación de los contrastes entre los grupos I/R física con tratamiento respecto al 
I/R física, controlados por el grupo control, para todos los tiempos estudiados de 
isquemia y de reperfusión están especificados en las tablas 23, y 25 en el anexo IV. 

No se observan diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos con 
tratamiento respecto al grupo I/R física durante todo el periodo isquémico. 

Gráfica 9. Niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) en el líquido de 
perfusión intestinal. I/R: isquemia/reperfusión. LDH (UI): unidades del sistema internacional de 
lacticodeshidrogenasa. L-NAME: NG-nitro-L-arginina metil éster. 

El tratamiento con L-NAME aumenta de manera muy significativa los niveles de LDH 
durante casi toda la reperfusión. Y puntualizo casi, porque a pesar que sí aumentan los 
niveles de LDH durante los primeros 4 minutos de la reperfusión, no lo hacen de manera 
estadísticamente significativa. Al minuto 6 de la reperfusión es cuando se empiezan a 
observar diferencias estadísticamente significativas, siendo además en éste momento 
cuando es máxima, con un aumento de 6,6 UI (IC95 %: 3,8 a 9,4) (P < 0,001) lo que 
representa un incremento del 56,3 % (IC95 %: 32,4 a 80,1) respecto a los niveles 
observados en el grupo sin tratamiento, manteniéndose éste hasta el minuto 30 de la 
reperfusión, momento en el son superiores en 3,5 UI (IC95 %: 1,2 a 5,8) (P = 0,003) 
respecto a los observados en el grupo sin tratamiento, lo que representa un incremento 
del 44,4 % (IC95 %: 15,2 a 73,5) respecto a los observados en el grupo I/R física. En 
proporción el incremento máximo se produce a los 8 minutos de la reperfusión, un 59,5 %. 

El tratamiento con L-arginina, por el contrario, reduce de manera muy significativa los 
niveles de LDH en toda la reperfusión, siendo máxima a los 2 minutos de dicho periodo 
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en la que la reducción es del 62,4 % (IC95 %: 36,9 a 88,0) respecto a los observados en 
el grupo sin tratamiento, lo que equivale a una diferencia de 11,5 UI (IC95 %: 6,8 a 
16,2) (P < 0,001). Ésta se mantiene hasta el minuto 30 de la reperfusión, instante en el 
que los niveles de LDH son aproximadamente la mitad de los observados en el grupo  
I/R física, siendo la diferencia en ese momento de 3,7 UI (IC95 %: 1,4 a 6,0) (P = 0,002) 
o sea un 46,9 % menos (IC95 %: 17,7 a 76,1). 

Estudio de los niveles de densidad óptica de azul de Evans en el líquido de perfusión.

El análisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadísticamente 
significativas entre el grupo I/R física y el grupo I/R física + L-NAME (P < 0,001), pero 
no con el I/R física + L-arginina (P = 0,178). 

La aplicación de los contrastes entre los grupos I/R física con tratamiento respecto al 
I/R física, controlados por el grupo control, para todos los tiempos estudiados de 
isquemia y de reperfusión están especificados en las tablas 24 y 26 en el anexo IV. 

Gráfica 10. Niveles de azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de intestino 
perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal. I/R: isquemia/reperfusión. L-NAME: NG-nitro-L-
arginina metil éster. Hacer notar que esta gráfica posee una escala diferente al resto de las 
gráficas que representan la densidad óptica de Azul de Evans. 

No se observan diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos con 
tratamiento respecto al grupo I/R física durante todo el periodo isquémico. 

El tratamiento con L-NAME aumenta de manera muy significativa los niveles de azul de 
Evans durante toda la reperfusión. La diferencia absoluta es máxima a los 4 minutos de 
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dicho periodo, 22,1 (IC95 %: 17,6 a 26,6) (P < 0,001) lo que representa un incremento 
del 194,4 % (IC95 %: 154,7 a 234,1) respecto a los observados en el grupo sin 
tratamiento. Ésta se mantiene hasta el minuto 30 de la reperfusión, con unos niveles en 
ese momento superiores  en más de tres veces los observados en el grupo I/R física, lo 
que equivale a un incremento del 224,1 % (IC95 %: 174,1 a 274,1), la diferencia es de 
4,8 (IC95 %: 3,7 a 5,9) (P < 0,001). En proporción el incremento máximo se produce a 
los 18 minutos de la reperfusión, siendo el valor del grupo tratado un 303,8 % (IC95 %: 
260,2 a 347,5) mayor que el del grupo sin tratamiento, la diferencia entre ambos grupos 
en ese instante es de 12,2 (IC95 %: 10,4 a 13,9) (P < 0,001). 

El tratamiento con L-arginina, como se ha indicado anteriormente, globalmente y desde 
el punto de vista estadístico no reduce de manera significativa los niveles de azul de 
Evans. Con la aplicación de los contrastes se pone de manifiesto que sólo existe una 
reducción estadísticamente significativa en los primeros 2 minutos de la reperfusión, con 
una reducción del 48,1 % (IC95 %: 0,3 a 95,8) respecto a los niveles observados en el 
grupo sin tratamiento, lo que representa una diferencia de 3,5 (IC95 %: 0,02 a 7,0) 
(P = 0,048). Aunque en valores absolutos ésta se produce en el minuto 4, donde la 
diferencia es de 4,1 (IC95 %: -0,4 a 8,6), pero aunque por poco no es estadísticamente 
significativa, P = 0,071. 

Resultado del análisis de la influencia del óxido nítrico en la 
isquemia/reperfusión mediada por un método farmacológico

Las gráficas 11 y 12 muestran la evolución de los niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm 
de intestino perfundido-1) y azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de 
intestino perfundido-1) a lo largo de los periodos control, isquémico y de reperfusión, en 
los grupos I/R farmacológica + L-NAME e I/R farmacológica + L-arginina, respecto al 
grupo I/R farmacológica, controlados por el grupo control. 

Estudio de los niveles de LDH en el líquido de perfusión.

Existen diferencias estadísticamente significativas entre el grupo I/R farmacológica y 
los grupos I/R farmacológica + L-NAME (P = 0,002) e I/R farmacológica + L-arginina 
(P = 0,007). 

La aplicación de los contrastes entre los grupos I/R farmacológica con tratamiento 
respecto al I/R farmacológica, controlados por el grupo control, para todos los tiempos 
estudiados de isquemia y de reperfusión están especificados en las tablas 33, y 35 en el 
anexo IV. 
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Gráfica 11. Niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) en el líquido de 
perfusión intestinal. I/R: isquemia/reperfusión. LDH (UI): unidades del sistema internacional de 
lacticodeshidrogenasa. L-NAME: NG-nitro-L-arginina metil éster. 

 

No se observan diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos con 
tratamiento respecto al grupo I/R farmacológica durante todo el periodo isquémico. 

El tratamiento con L-NAME aumenta de manera muy significativa los niveles de 
LDH durante casi toda la reperfusión. Matizo casi porque los valores de LDH 
durante los 4 primeros minutos de la reperfusión son menores que los observados en 
el grupo I/R farmacológica, aunque estas diferencias no son estadísticamente 
significativas. A partir del minuto 6 de la reperfusión los niveles de LDH en el líquido 
de perfusión son mayores en el grupo con tratamiento que en el grupo sin tratamiento, 
siendo estas diferencias estadísticamente significativas a partir del minuto 8. La máxima 
diferencia entre ambos grupos se observa en el minuto 15, 3,7 UI (IC95 %: 1,7 a 5,7) 
(P < 0,001), lo que representa un incremento del 61,8 % (IC95 %: 28,9 a 94,6) 
respecto al grupo sin tratamiento, y manteniéndose éste hasta el minuto 30 de la 
reperfusión, momento en el que los niveles de LDH son superiores en 2,7 UI (IC95 %: 
0,9 a 4,5) (P = 0,004) a los observados en el grupo I/R farmacológica, o lo que es lo 
mismo un 54,0 % (IC95 %: 89,8 a 18,2). 

El tratamiento con L-arginina por el contrario, reduce significativamente los niveles de 
LDH en toda la reperfusión, siendo máxima a los 4 minutos de dicho periodo  en donde 
ésta es del 63,3 % (IC95 %: 32,8 a 93,8) respecto a los niveles observados en el grupo 
sin tratamiento, lo que equivale una diferencia de 5,5 UI (IC95 %: 2,9 a 8,2) (P < 0,001). 
Esta se mantiene hasta el minuto 27 de la reperfusión, con unos niveles de LDH de 
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aproximadamente dos tercios de los observados en el grupo I/R farmacológica, en ese 
momento la diferencia es de 1,7 UI (IC95 %: 0,01 a 3,4) (P = 0,049), o sea un 33,2 % 
menos (IC95 %: 0,3 a 66,1). En proporción la máxima reducción se produce a los 2 
minutos de la reperfusión, donde el valor del grupo con tratamiento es un 66,3 % menor 
(IC95 %: 24,9 a 107,6) al del grupo sin tratamiento. 

Estudio de los niveles de densidad óptica de azul de Evans en el líquido de perfusión.

El análisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadísticamente 
significativas entre el grupo I/R farmacológica y los grupos I/R farma-cológica + L-
NAME (P < 0,001) e I/R farmacológica + L-arginina (P = 0,002). 

La aplicación de los contrastes entre los grupos I/R farmacológica con tratamiento 
respecto al I/R farmacológica, controlados por el grupo control, para todos los tiempos 
estudiados de isquemia y de reperfusión están especificados en las tablas 34 y 36 en el 
anexo IV. 

No se observan diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos con 
tratamiento respecto al grupo I/R farmacológica durante todo el periodo isquémico. 

Gráfica 12. Niveles de azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de intestino 
perfundido-1)  en el líquido de perfusión intestinal.  I/R:  isquemia/reperfusión.  L-NAME: NG-nitro-
L-arginina metil éster. 

 

El tratamiento con L-NAME aumenta de manera muy significativa los niveles de azul de 
Evans durante casi toda la reperfusión. La primera diferencia significativa desde el punto 
de vista estadístico se observa al minuto 4 del periodo mencionado. Al contrario de lo 
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que sucede en los minutos siguientes, los niveles de azul de Evans en el grupo con 
tratamiento son menores al grupo sin tratamiento. La diferencia, en ese momento, entre 
ambos grupos es de 2,2 (IC95 %: 0,5 a 3,8) (P = 0,011) lo que representa un 53,3 % 
menos (IC95 %: 12,5 a 94,0). A partir del minuto 8, es cuando empiezan a producirse 
incrementos estadísticamente significativos en los niveles de azul de Evans, siendo 
máximo a los 12 minutos con un aumento de 5,2 (IC95 %: 3,9 a 6,5) (P < 0,001), lo que 
representa un 294,3 % (IC95 %: 221,9 a 366,7) más respecto a los observados en el 
grupo sin tratamiento, y manteniéndose éste hasta el minuto 30 de la reperfusión, con 
unos niveles superiores  en más de cuatro veces de los observados en el grupo I/R farma-
cológica, donde la diferencia es de 1,8 (IC95 %: 1,3 a 2,3) (P < 0,001), o sea un 312,3 % 
más (IC95 %: 398,2 a 226,4). En proporción el incremento máximo se produce a los 21 
minutos de la reperfusión siendo el valor del grupo con tratamiento un 320,2 % (IC95 %: 
252,0 a 388,5) mayor al del grupo sin tratamiento. 

El tratamiento con L-arginina reduce significativamente los niveles de azul de Evans 
durante la reperfusión, pero ésta deja de ser estadísticamente significativa a partir del 
minuto 10 de dicho periodo. El efecto máximo se observa a los 4 minutos en donde la 
diferencia es de 3,6 (IC95 %: 2,0 a 5,3) (P < 0,001), lo que representa una reducción del 
88,8 % (IC95 %: 48,1 a 129,6) respecto a los niveles observados en el grupo sin 
tratamiento. 

Control del efecto de L-NAME y L-arginina. 

Aparte se realizaron unas experiencias para controlar el efecto tanto de L-NAME como 
de la L-arginina, con sus enantiómeros inactivos D-NAME y D-arginina, utilizando una 
pauta de administración idéntica. En estas no se aprecia influencia de estos tratamientos 
sobre el grupo de referencia sometido a isquemia/reperfusión que únicamente recibe 
suero por vía intravenosa (resultados no mostrados). 

Resultado del análisis de la comparación de los métodos (físico 
y farmacológico) para producir la lesión por isquemia/reperfu-
sión

Los apartados precedentes a esta sección de resultados nos describen el particular 
comportamiento de la lesión por isquemia/reperfusión en sus distintas fases y la 
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influencia de los diferentes tratamientos empleados sobre la misma, según el método 
empleado para producirla.  

En el presente apartado se comparan las diferencias estandarizadas en tanto por 
ciento, de los niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) y 
azul de Evans (densidad óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) 
en el líquido de perfusión intestinal, después de los distintos tratamientos a los que 
se han sometido los grupos I/R física e I/R farmacológica. 

De manera que, si para un tratamiento  determinado  los  intervalos  de  confianza  
del 95 % de las diferencias estandarizadas en tanto por ciento, entre los grupos 
I/R física e I/R física con los respectivos tratamientos y entre los grupos I/R fár-
macológica e I/R farmacológica con los respectivos tratamientos se solapan en un 
tiempo dado, podemos decir que no hay diferencias estadísticamente significativas 
entre los dos métodos, en ese tiempo y para este tratamiento en concreto. Se 
concluirá que hay diferencias significativas, si ocurre lo contrario, o sea, que ambos 
intervalos de confianza del 95 % no tengan puntos en común. 

Las diferencias encontradas en los niveles de LDH (gráficas 5 y 7) y azul de Evans 
(gráficas 6 y 8) entre los grupos de animales a los que se le ha sometido a I/R física 
o I/R farmacológica y han sido tratados en cada caso con alopurinol, SOD o 
catalasa, respecto a los grupos I/R física o I/R farmacológica; son 
proporcionalmente iguales desde el punto de vista estadístico en todos los tiempos 
estudiados y en ambos modelos (modelo físico y modelo farmacológico), como se 
muestra en las gráficas 13 y 14, y en las tablas 17, 18, 27 y 28 del anexo IV 
(tratamiento con alopurinol); en las gráficas 15 y 16, y en las tablas 19, 20, 29 y 30 
del anexo IV (tratamiento con SOD); y en las gráficas 17 y 18, y en las tablas 21, 
22, 31 y 32 del anexo IV (tratamiento con catalasa). 

Los grupos de animales a los que se le ha sometido a I/R física o I/R farmacológica y han 
sido tratados con L-NAME o L-arginina, tienen unas diferencias respecto a los grupos de 
referencia sin tratamiento, en los niveles de LDH (gráficas 9 y 11) y azul de Evans 
(gráficas 10 y 12), que son proporcionalmente iguales desde el punto de vista estadístico, 
en todos los tiempos estudiados al comparar ambos modelos. Excepto en los grupos de 
animales tratados con L-NAME, en los que durante los primeros diez minutos de la 
reperfusión las diferencias de los grupos con este tratamiento respecto a los grupos de 
referencia sin tratamiento, en los niveles de azul de Evans, no son proporcionalmente 
iguales. Como se muestra en las gráficas 19 y 20, y en las tablas 23, 24, 33 y 34 del anexo 
IV (tratamiento con L-NAME); y en las gráficas 21 y 22, y en las tablas 25, 26, 35 y 36 del 
anexo IV (tratamiento con L-arginina). 
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Gráfica 13. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm 
de intestino perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal, tras tratar con alopurinol. Mostrado 
como media aritmética (línea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (�) diferencia estandarizada 
entre I/R física e I/R física tratado con alopurinol. (�) diferencia estandarizada entre I/R química e I/R 
química tratado con alopurinol. (�) zona común entre ambos modelos. 

Gráfica 14. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de azul de Evans (densidad 
óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal, tras tratar 
con alopurinol. Mostrado como media aritmética (línea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (�) 
diferencia estandarizada entre I/R física e I/R física tratado con alopurinol. (�) diferencia 
estandarizada entre I/R química e I/R química tratado con alopurinol. (�) zona común entre ambos 
modelos. 
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Gráfica 15. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm 
de intestino perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal, tras tratar con superóxido dismutasa.
Mostrado como media aritmética (línea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (�) diferencia 
estandarizada entre I/R física e I/R física tratado con superóxido dismutasa. (�) diferencia 
estandarizada entre I/R química e I/R química tratado con superóxido dismutasa. (�) zona común 
entre ambos modelos. 

Gráfica 16. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de azul de Evans (densidad 
óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal, tras tratar 
con superóxido dismutasa. Mostrado como media aritmética (línea) e intervalo de confianza del 95 % 
(barra). (�) diferencia estandarizada entre I/R física e I/R física tratado con superóxido dismutasa. (�) 
diferencia estandarizada entre I/R química e I/R química tratado con superóxido dismutasa. (�) zona 
común entre ambos modelos. 
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Gráfica 17. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm 
de intestino perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal, tras tratar con catalasa. Mostrado como 
media aritmética (línea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (�) diferencia estandarizada entre 
I/R física e I/R física tratado con catalasa. (�) diferencia estandarizada entre I/R química e I/R química 
tratado con catalasa. (�) zona común entre ambos modelos.

Gráfica 18. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de azul de Evans (densidad 
óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal, tras tratar 
con catalasa. Mostrado como media aritmética (línea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (�) 
diferencia estandarizada entre I/R física e I/R física tratado con catalasa. (�) diferencia estandarizada 
entre I/R química e I/R química tratado con catalasa. (�) zona común entre ambos modelos. 
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Gráfica 19. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm 
de intestino perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal, tras tratar con NG-nitro-L-arginina
metil éster. Mostrado como media aritmética (línea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (�) 
diferencia estandarizada entre I/R física e I/R física tratado  con  NG-nitro-L-arginina metil éster. 
(�)  diferencia  estandarizada  entre  I/R  química  e  I/R  química  tratado NG-nitro-L-arginina metil 
éster. (�) zona común entre ambos modelos. 

Gráfica 20. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de azul de Evans (densidad 
óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal, tras tratar 
con NG-nitro-L-arginina metil éster. Mostrado como media aritmética (línea) e intervalo de 
confianza del 95 % (barra). (�) diferencia estandarizada entre I/R física e I/R física tratado con NG-
nitro-L-arginina metil éster. (�) diferencia estandarizada entre I/R química e I/R química tratado con 
NG-nitro-L-arginina metil éster. (�) zona común entre ambos modelos. 
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Gráfica 21. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de LDH (UI · ml-1 · min-1 · cm 
de intestino perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal, tras tratar con L-arginina. Mostrado 
como media aritmética (línea) e intervalo  de  confianza  del  95 %  (barra).  (�)  diferencia 
estandarizada  entre  I/R física  e  I/R física  tratado con  L-arginina. (�) diferencia estandarizada entre 
I/R química e I/R química tratado con L-arginina. (�) zona común entre ambos modelos. 

Gráfica 22. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de azul de Evans (densidad 
óptica · 1000 · ml-1 · min-1 · cm de intestino perfundido-1) en el líquido de perfusión intestinal, tras tratar 
con L-arginina. Mostrado como media aritmética (línea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (�) 
diferencia estandarizada entre I/R física e I/R física tratado con L-arginina. (�) diferencia 
estandarizada entre I/R química e I/R química tratado con L-arginina. (�) zona común entre ambos 
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Discusión

Se han ideado diferentes modelos experimentales para aclarar los mecanismos 
implicados en la patogénesis de la isquemia/reperfusión intestinal, que intentan imitar la 
situación clínica, no sin dificultad. Ya que la enfermedad isquémica del intestino 
delgado se puede caracterizar tanto por un cese o por una reducción en el flujo 
sanguíneo, se han empleado modelos experimentales en los que se provoca, o una 
isquemia total, o una isquemia parcial o hipoperfusión. 

Prácticamente toda la literatura concerniente al estudio de la lesión por 
isquemia/reperfusión, ya sea in vitro117,296,367,368,384,386,393,431,458,459,465,526, o la gran 
cantidad de modelos in vivo, están basados en experimentos en los que el mecanismo por 
el que se produce la lesión comporta toda una serie de procedimientos físicos, en 
algunos casos bastante engorrosos (oclusión arterial mecánica parcial [referencias 145, 
277, 278, 283, 284, 316, 317, 396, 451, 454, 456, 457, 527, 528] o total [referencias 225, 
294, 318, 321, 360, 378, 397, 421, 450, 478, 486, 487, 505, 509, 529-531], hipotensión 
regional mediante circuito de circulación extracorpórea con el que se regula el flujo 
sanguíneo o la presión arterial46,142,275,277,317,393,450,454,456, tracción mecánica del paquete 
vascular que irriga un segmento intestinal373,451, hemorragia396,466,532, trasplante de 
órganos429,533, ...), lo cual permite el estudio de las características de la lesión por 
isquemia/reperfusión de manera bastante eficiente, pero desgraciadamente no contempla 
situaciones que se pueden dar en patología como isquemias y reperfusiones más o menos 
transitorias mediadas por factores humorales (químicos), como en el caso de las 
isquemias no oclusivas503,527,534,535. Hay muchos factores implicados en la regulación de 
la circulación mesentérica (sistema nervioso autónomo, condiciones circulatorias, 
agentes vasoactivos, metabolitos, autorregulación, ...). Una alteración en uno o varios de 
estos factores puede producir una vasoconstricción persistente, la cual se considera el 
principal factor de la isquemia intestinal no oclusiva527,535. Por otro lado, estudios 
clínicos muestran que la alteración histológica es la misma, ya sea el proceso causal la 
oclusión completa de la arteria o vena, o una vasoconstricción esplácnica prolongada y 
severa, algo que se puede hacer extensivo a las alteraciones clínicas y de laboratorio503. 

Así, el principal objetivo fue el desarrollar un modelo experimental en la rata, que 
permitiera cuantificar las alteraciones producidas por isquemia/reperfusión mediada por 
sustancias químicas y poder observar las características diferenciales respecto al modelo 
clásico de isquemia/reperfusión producido por un mecanismo físico, donde las especies 
reactivas del oxígeno y el óxido nítrico tienen un papel muy relevante. 
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Consideraciones sobre la metodología empleada 

Variables respuesta. 

En el presente modelo (intestino de rata perfundido), lo primero fue comprobar que  la 
isquemia/reperfusión producida por un mecanismo físico (pinza hemostática) tenía unas 
características funcionales similares a los modelos clásicos de isquemia/reperfusión 
descritos por Granger46, Parks275, …, en el que las especies reactivas del oxígeno tienen 
un papel fundamental en las alteraciones asociadas a la reperfusión de tejidos 
isquémicos.  

Una de las primeras manifestaciones del daño intestinal promovida por la 
isquemia/reperfusión es el incremento de la permeabilidad capilar que desencadena la 
aparición de edema tisular y la extravasación de liquido a la luz intestinal, los cuales son 
indicadores sutiles de lesión isquémica46,282,289,454,455,498. Posiblemente, la respuesta de 
las vénulas a la isquemia/reperfusión más ampliamente estudiada es la permeabilidad 
vascular aumentada, que refleja una reducción en las propiedades restrictivas de la 
barrera endotelial debido al estrés oxidativo46,117,368,380-382,384 y a la adhesión entre el 
leucocito y la célula endotelial145,316,453,456,458,459,465. 

El mantenimiento de la isquemia provoca la liberación de enzimas citosólicos por 
alteración de la estructura celular451,502-505, pudiéndose apreciar desde alteraciones 
microscópicas hasta graves cambios macroscópicos267,282,503,506,507. 

Un hecho característico en la reperfusión del intestino isquémico es el daño funcional y 
estructural de la mucosa267,269,270,502,504,509, lo que produce un incremento del 
aclaramiento transmucoso de albúmina (y otras macromoléculas) por un aumento de la 
permeabilidad microvascular y de la mucosa intestinal46,208,210,248,279,284,312,421,451,484,485, 
así como un incremento en la liberación de enzimas intracelulares debido al daño 
tisular451,502-505, lo cual está directamente relacionado tanto con la 
duración279,360,361,450,451,453 como con la severidad de la isquemia267,284,450-452. A mayor 
duración de la anoxia, más producción de especies reactivas del oxígeno en la 
reoxigenación367, hasta un tiempo máximo368. Para cuantificarlas, se mide 
respectivamente el azul de Evans extravasado (usado como marcador de la pérdida 
proteica intravascular) y el nivel del enzima citosólico LDH en el líquido de perfusión. 

Densidad óptica de azul de Evans 

La permeabilidad vascular y de la mucosa intestinal a las proteínas del plasma es una 
medida muy utilizada para cuantificar la disfunción observada tras breves periodos de 
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isquemia intestinal289. Diversos trabajos muestran una correlación positiva 
significativa entre el incremento en la permeabilidad microvascular, y la 
extravasación de ciertos colorantes administrados por vía intravenosa518-520. Aunque 
el azul de Evans no se comporta exactamente como la I125-albúmina desde el punto de 
vista farmacocinético522, ambos sirven para evaluar la permeabilidad de los vasos 
sanguíneos a las proteínas del plasma de aproximadamente 60 kDa de peso 
molecular519. 

Una de las principales funciones del epitelio intestinal es separar el contenido luminal 
del líquido intersticial. Por lo que en condiciones normales esta membrana mucosa es 
relativamente impermeable y una barrera altamente selectiva, que permite únicamente 
el paso de pequeñas cantidades de proteínas plasmáticas a la luz intestinal. Esta 
función de barrera se atribuye a la disposición de las uniones entre las caras adosadas 
de los enterocitos, en su zona apical se encuentran estrechamente unidas, en 
condiciones normales estas uniones excluyen el movimiento pasivo de compuestos 
hidrófilos sin carga con un radio molecular superior a 11,5 Å536. El epitelio intestinal 
es una membrana que contiene gran cantidad de poros de distinto tamaño, de por lo 
menos tres tipos. Los mayores (con radio mayor a 6,0 nm) ocupan sólo el 1 % de la 
superficie mucosa, los más numerosos son poros de pequeño tamaño (0,7 nm de 
radio) y, por último, poros muy pequeños (menos de 0,4 nm de radio) que ocupan el 
0,001 % del área mucosa537. 

El aclaramiento de sustancias del plasma al lumen depende de las propiedades 
fisicoquímicas de éstas (tamaño, forma, carga) y de las barreras que han de atravesar. 
A saber, el endotelio vascular, el intersticio y las células epiteliales intestinales. 

La albúmina tiene restringido su paso al intersticio en condiciones normales538. Esta 
función la llevan a cabo los capilares y se encuentra alterada tras una hora de 
isquemia, produciéndose un incremento en la filtración capilar por reducción en las 
propiedades restrictivas de éstos a las macromoléculas endógenas289. Dado que el 
azul de Evans se une a las proteínas del plasma, en su mayor parte a la 
albúmina521,522, el encontrar una cantidad significativa del colorante en el líquido de 
perfusión nos indica un incremento en la permeabilidad capilar y de la mucosa 
intestinal. 

El azul de Evans administrado por vía intravenosa se distribuye rápidamente por el 
intersticio intestinal, ya que como explican Crissinger y cols.285, el endotelio capilar 
del intestino delgado ofrece una limitación insignificante al movimiento de pequeñas 
moléculas. Se comportaría aproximadamente como el EDTA, otra sustancia de 
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pequeño tamaño y muy hidrófila, con la que el equilibrio entre la concentración 
plasmática y la del intersticio a los 10 minutos es del 100 %. 

Así se evita el inconveniente de otros autores que utilizan albúmina marcada con 
elementos radiactivos307,388,450,457,485,505,513, la cual sí necesita varias horas para 
equilibrar su concentración entre el líquido intersticial intestinal y el plasma, debido a 
la significativa restricción de los capilares intestinales al paso de ésta538. 

Según Crissinger y cols.285, se ha de ser consciente de este equilibrio cuando se 
intentan interpretar estudios en los que se administra la albúmina marcada poco antes 
de tomar las medidas de aclaramiento. Ya que la concentración intersticial de soluto 
representa la verdadera fuerza conductora del aclaramiento mucoso, lo presumible es 
que el aclaramiento se incremente progresivamente hasta que se alcanzase el 
equilibrio completo. También debe tenerse en cuenta, que el aclaramiento de 
albúmina puede no reflejar la permeabilidad mucosa per se en una situación en la que 
la permeabilidad capilar (y por tanto la concentración de soluto intersticial) se 
encuentra alterada. Para que el aclaramiento de albúmina sea un fiel reflejo de la 
permeabilidad mucosa, la concentración intersticial de soluto debe ser constante. 

Crissinger y cols.285 apuntan que una desventaja potencial del uso de pequeñas 
moléculas, en el caso del presente trabajo el azul de Evans, es que el aclaramiento 
puede producirse por dos vías diferentes (transcelular y/o paracelular). Sin embargo, 
el azul de Evans es una molécula muy hidrófila y es muy difícil su paso a través de la 
membrana celular536,539.  Además se encuentra unida prácticamente en su totalidad a 
las proteínas plasmáticas, principalmente la albúmina521,522. 

Dado que la reperfusión del intestino isquémico reduce el espesor de la mucosa, la 
altura de la vellosidad y la profundidad de las criptas, con desprendimiento epitelial y 
desorganización de la lámina propia267,277,278,507, el aclaramiento de azul de Evans a 
través de los capilares y mucosa intestinal proporcionará un índice del daño funcional 
y morfológico producido durante la isquemia/reperfusión. 

Enzima lacticodeshidrogenasa (LDH) 

Se llevaron a cabo unas cuantas experiencias para determinar cual de entre una 
selección de enzimas intracelulares podría ser el que mejor representase la lesión 
tisular en el presente modelo experimental. De entre todos, la que mostró mejor 
sensibilidad y especificidad fue la lactato deshidrogenasa. 
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Hay una fuerte correlación entre la magnitud del aclaramiento de albúmina (o lo que es 
lo mismo, de azul de Evans519,520) y la liberación de enzimas intracelulares con la 
valoración histológica de la lesión mucosa, lo cual indica que ambos son unos índices 
cuantitativos de confianza de la integridad de la mucosa450. 

Clásicamente, la valoración histológica ha sido y es uno de los parámetros más 
utilizados para valorar la lesión de la mucosa intestinal (referencias 225, 267, 268, 277, 
278, 283, 302, 321, 360, 361, 374, 486, 487, 507, 509, 526, 529, 530, 540). El uso del 
aclaramiento de azul de Evans como indicador de la permeabilidad vascular y mucosa, y 
de la LDH como índice de destrucción tisular, tiene varias ventajas. Proporciona 
medidas cuantitativas, objetivas, reproducibles y útiles de la integridad mucosa y del 
tejido intestinal. Las medidas se pueden obtener durante todo el experimento, y de esa 
manera evaluar en cada instante la permeabilidad y el daño tisular. Con lo que son 
claramente superiores a la evaluación histológica ya que son menos subjetivas, más 
reproducibles y menos difíciles de realizar. 

Perfusión de la luz intestinal. 

Se utiliza suero salino para la perfusión intraluminal del intestino delgado, ya que la 
perfusión de cualquier líquido nutricio puede enmascarar la magnitud de la lesión tanto 
durante la isquemia como en la reperfusión. Se ha demostrado que la perfusión 
intraluminal de glucosa y electrolitos, minimiza la lesión morfológica, incrementa el 
contenido de ATP y preserva el funcionalismo a nivel de la mucosa 
intestinal268,283,541,542). Tampoco se ha oxigenado, porque aunque este procedimiento no 
proteja completamente de la lesión isquémica, sí ha mostrado su efectividad durante la 
fase de reperfusión, al disminuir los trastornos de la estructura, función y carga 
energética de la mucosa intestinal283,421,541,542. 

El suero salino para perfusión se calienta, de tal manera que cuando por medio de la 
bomba peristáltica llega al segmento intestinal seleccionado, lo haga a 37 ºC ± 0,5 (ver 
metodología). Esto es importante ya que, como demuestran Kurlberg y cols.526, la 
perfusión intraluminal del intestino delgado a diferentes temperaturas puede modificar 
los cambios fisiopatológicos de la hipoperfusión (isquemia), reduciéndose el nivel del 
daño de la mucosa intestinal a temperaturas más bajas, lo que está de acuerdo con 
Hossain y cols.429

La concentración de azul de Evans en la luz intestinal puede estar influida por una 
serie de factores: la permeabilidad vascular y mucosa, la velocidad de perfusión 
luminal, la absorción y secreción intestinal, y la concentración plasmática. La 
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concentración luminal de LDH además vendrá determinada por la mayor o menor 
cantidad de tejido dañado. 

En éste modelo experimental, los únicos factores que son variables y que, por lo tanto, 
determinan la concentración luminal son la permeabilidad mucosa y vascular en el caso 
del azul de Evans y, además, la destrucción tisular en el de la LDH. 

La velocidad de perfusión luminal es constante. Tras probar distintas velocidades que 
oscilaron entre 0'25 y 3 ml/min (0'25, 0'3, 0'5, 1, 1'2, 1'5, 2'1 y 3 ml/min), la de 0'5 
ml/min se mostró como la más idónea, ya que permite un intercambio muy satisfactorio 
entre el líquido de perfusión luminal y la mucosa intestinal, y no da lugar a una 
concentración demasiado elevada en el primero que nos pudiera reducir el gradiente de 
difusión entre el plasma y la luz intestinal, ni una concentración demasiado baja que no 
nos permitiese medir, por falta de sensibilidad, la LDH o el azul de Evans. Además, y 
esto es una consideración meramente técnica, nos permite recoger la cantidad mínima de 
muestra (1 mililitro, necesario para llevar a cabo los análisis de laboratorio) durante un 
periodo de 2 minutos, que es el intervalo de tiempo más corto durante el que se recoge 
una muestra de líquido de perfusión intestinal (Metodología, páginas 107 y 108). Si  se 
utiliza una velocidad inferior, el conflicto vendría dado por el escaso volumen de 
algunas de las muestras recogidas al inicio de la reperfusión, con lo que debería 
alargarse el intervalo de recogida de las mismas, reduciendo el número de estas, con la 
consiguiente pérdida de información. 

La recogida de muestras del suero salino perfundido a través de la luz intestinal se 
realizó cada 10 minutos durante los periodos control e isquémico. Este intervalo de 
tiempo es apropiado, ya que las variaciones en las variables respuesta durante estos 
periodos son mínimas. Un asunto bien distinto es el periodo de reperfusión; aquí es 
donde se producen las modificaciones más significativas de las variables respuesta, por 
lo que para ajustar lo máximo posible el comportamiento de estas se reducen los 
intervalos de recogida de muestras a 2 minutos durante los 12 primeros minutos de la 
reperfusión, y a 3 minutos el resto del periodo, hasta los 30 minutos. Del Maestro y 
cols.380 en su trabajo sobre la influencia de las especies reactivas del oxígeno derivadas 
de la xantina oxidasa sobre la permeabilidad vascular, muestran que el dextrano 
(150.000 kDa) marcado con fluoresceína se extravasa a través de las vénulas 
postcapilares a los 2 minutos de aplicar una solución con hipoxantina y xantina oxidasa, 
alcanzándose un máximo a los 10 minutos. Esto está en sintonía con diversos trabajos en 
los que se detecta directamente la presencia de gran cantidad de especies reactivas del 
oxígeno en los primeros minutos (desde segundos a 4 minutos) de la reperfusión del 
tejido isquémico, cayendo a partir de entonces hasta el minuto 30 de 
reperfusión283,344,362,363,366,368,369. 
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En el modelo experimental que se presenta, se analiza todo el suero perfundido a través 
de la luz intestinal, a los tiempos mostrados en la figura 8 (página 108), lo cual es una 
ventaja sobre otros modelos ya que permite valorar las alteraciones producidas en todo 
instante, lo que es particularmente valioso en el periodo de reperfusión. 

Se ha sugerido297 que en la fase inicial de la isquemia, proteasas intraluminales 
intestinales, especialmente la elastasa, contribuyen de manera sustancial a la pérdida de 
las proteínas del borde en cepillo de la mucosa intestinal, y no se reemplazarían de igual 
modo por la falta de riego sanguíneo. Tras la desaparición del borde en cepillo en la fase 
de isquemia avanzada, se pierde la protección de las glicoproteínas resistentes a la 
tripsina. En ese momento las estructuras subyacentes son accesibles a la acción de las 
endopeptidasas pancreáticas presentes a lo largo de la pared y luz intestinal. La perfusión 
de suero salino elimina casi totalmente la tripsina y elastasa de la luz intestinal297,298. 

Por todo lo expuesto, en nuestro modelo experimental es difícil que las proteasas 
pancreáticas297,299, bilis y otros factores presentes en la luz intestinal298 tengan alguna 
influencia en la lesión observada durante la isquemia y posterior reperfusión. 

El modelo de isquemia/reperfusión física 

Como quedó explicado en la sección de metodología, para provocar la isquemia física se 
interrumpe la circulación sanguínea de la rama de la arteria mesentérica que irriga el 
segmento intestinal seleccionado con una pinza hemostática, y para producir la 
reperfusión física se retira, restituyéndose el flujo sanguíneo. 

Duración de la isquemia 

Ya que la magnitud de la lesión por reperfusión depende entre otros factores de la 
duración de la isquemia117,279,296,360,361,367,384,408,450,451,453, se realizan unas experiencias, 
que no presentamos, en las primeras fases del trabajo que determinarían la duración del 
periodo isquémico. La que produjese la lesión por reperfusión más idónea, en vistas a 
que el modelo experimental fuese útil (sensible) para medir alteraciones de diferente 
intensidad y el efecto de determinadas sustancias farmacológicas con fines terapéuticos. 

En estas experiencias se sometió al intestino a 15, 30 y 60 minutos de isquemia 
respectivamente, con 60 minutos de reperfusión, usando el método físico. Se emplea el 
periodo mínimo de 15 minutos porque, aunque se han observado cambios estructurales y 
funcionales en la mucosa intestinal tras cortos periodos de oclusión (menos de 15 
minutos) de la arteria mesentérica superior267,279,452, estos cambios son intracelulares269. 
Aunque, Otamiri y cols.451 con su modelo de isquemia/reperfusión observan en la 
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reperfusión una mayor permeabilidad mucosa al dextrano 3000 tras 10 o más minutos de 
isquemia. Vaughan y cols.388 observan que 20 minutos de isquemia completa intestinal y 
posterior reperfusión se asocia con significativas alteraciones hemodinámicas y metabólicas 
(valoradas mediante la presión arterial media, frecuencia cardiaca, pH, pCO2, pO2, HCO3

–, 
hematocrito). 

Observamos que en la reperfusión el aumento de la permeabilidad vascular y mucosa, y 
la lesión tisular medida por los niveles de LDH, está directamente relacionado con la 
duración del periodo isquémico, algo que se acepta de manera 
general117,279,296,360,361,367,384,408,450,451,453. También se realizaron experiencias con periodos 
de isquemia superiores a los 60 minutos (120 y 240 minutos), siguiendo a algunos 
trabajos publicados275,279,282, pero la lesión fue excesiva, lo que representaba más un 
inconveniente que una ventaja. Hay trabajos279,282,360,361,508 que tras una isquemia total 
han fracasado en demostrar que se agrave la lesión durante la reperfusión. Esto se puede 
explicar si la lesión producida durante un prolongado periodo de isquemia es demasiado 
severa, lo cual no permitirá detectar exacerbaciones en la misma durante la reperfusión, 
así como por la diferente cualidad del método empleado para producir la isquemia452. 
Inauen y cols.296 con su modelo in vitro corroboran este concepto, observan que tras 
anoxias de 2 o más horas en las que se produce una lesión cercana a la máxima, la 
adición de neutrófilos produce un efecto insignificante, sin embargo, tras periodos de 
anoxia de 1 hora o inferiores (moderada lesión celular), el añadir neutrófilos intensifica 
la lesión celular. Henninger y cols.508 valoran la influencia de la isquemia en la 
respiración celular y mitocondrial del enterocito, observan que la supresión de esta 
última es reversible con periodos inferiores a 60 minutos de isquemia, e irreversible con 
periodos mayores, lo cual también estaría en sintonía con lo expuesto. 

La duda estuvo en tomar como referencia al grupo isquemia 30 minutos o al isquemia 60 
minutos. Ésta se despejó al hacer las primeras pruebas de isquemia química (ver más 
adelante) valorando el nivel de LDH en el líquido de perfusión. Los 30 minutos de 
isquemia química no eran suficientes para provocar en la reperfusión una mínima parte 
de la lesión observada en la reperfusión tras 30 minutos de isquemia física. Como se 
anticipó en el apartado de metodología se eligió los 60 minutos de isquemia, por ser más 
sensible. 

Duración de la reperfusión 

En estas pruebas previas, también se aplicaron periodos de reperfusión de hasta una hora 
en algunas experiencias. Dado que los últimos 30 minutos no aportan nada significativo, 
se escoge un tiempo de reperfusión de 30 minutos. 
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Tal y como se comenta en la sección de resultados, al comparar los niveles de LDH y 
azul de Evans en las muestras de líquido de perfusión intestinal del grupo de referencia 
I/R física, con las del grupo control (gráficas 1 y 2, páginas 118 y 119, y en las tablas 13 
y 14 del anexo III, páginas 240 y 241), se aprecian unas claras diferencias, confirmadas 
estadísticamente, durante el periodo de 60 minutos de isquemia. Esto está en sintonía 
con el concepto de lesión isquémica, la cual es más severa cuanto más intensa y duradera 
es267,279,284,360,361,450-453. Sin embargo, representa una pequeña porción de las alteraciones 
que se observan durante la reperfusión. 

Las alteraciones que causa la reperfusión se inician y son más intensas durante los 
primeros minutos, que es cuando se produce el aporte de oxígeno con la consiguiente 
producción masiva de especies reactivas del oxígeno, las cuales desbordan la capacidad 
defensiva antioxidante del tejido que además, posiblemente, ya se encuentren mermadas 
debido a la isquemia51,89,96,142-146. Lum y cols.117 en su modelo in vitro con células 
endoteliales no observan tal merma. 

Como se aprecia en los gráficos 1 y 2, la lesión celular se produce sobre todo al inicio de 
la reperfusión liberándose más LDH; también se observan niveles decrecientes de azul 
de Evans a lo largo del mencionado periodo. El hecho de que la pérdida del epitelio no 
se reemplaza completamente hasta los 2 o 3 días513, lo que nos da a entender que la 
disminución de los niveles de azul de Evans se debe a una disminución de la 
permeabilidad vascular. 

Por todo ello, se puede manifestar que el modelo experimental de I/R física en intestino 
de rata aquí utilizado se comporta de manera semejante a como lo hacen los modelos 
clásicamente utilizados. 

Influencia de la reperfusión en el síndrome de isquemia/reperfusión 

En éste modelo experimental, se estudia la influencia de la reperfusión en la lesión por 
isquemia/reperfusión. Para analizar esto se utiliza un grupo de animales a los que se les 
provoca 90 minutos de isquemia intestinal, o sea, no se reperfunde a los 60 minutos de 
isquemia. 

Los resultados que se muestran en las gráficas 1 y 2 (páginas 118 y 119) y en las tablas 
11 y 12 del anexo II (páginas 236 y 237) son contundentes. Si bien es evidente que tras 
un periodo prolongado de isquemia intestinal se acaban produciendo graves lesiones 
irreversibles267,282,503,506,507, tras un periodo relativamente corto de isquemia (60  
minutos) la lesión isquémica, medida en este modelo por los niveles de LDH en el 
líquido de perfusión intestinal, sólo representa entre el 13,5 % de lo que se observa en 
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los 2 primeros minutos en caso de reperfusión tras 60 minutos de isquemia, y el 30,5 %, 
de lo que se aprecia a los 30 minutos de reperfusión tras 60 minutos de isquemia. De 
manera análoga, la permeabilidad intestinal al azul de Evans en caso de isquemia oscila 
sólo entre el 2,1% (minuto 94) a un 8,8 % (minuto 120) de lo que se observa en la 
reperfusión tras 60 minutos de isquemia. Lo cual está de acuerdo con otros 
trabajos277,318,360,361,389,504 que determinan que si no se produce reperfusión la lesión 
isquémica permanece largo tiempo sin cambios. 

Por tanto, tras periodos relativamente cortos de isquemia es en la reperfusión donde se 
produce la mayor parte de la lesión, y refuerza el concepto ya establecido, de que las 
especies reactivas del oxígeno están implicadas en la lesión producida por la reperfusión 
del tejido isquémico. Éste debe ser reexpuesto al oxígeno molecular, que es el origen de 
las especies reactivas del oxígeno, para causar lesión en el momento de la reperfusión 
(figura 4, página 65). 

El modelo de isquemia/reperfusión farmacológica 

La pretensión durante el desarrollo del modelo experimental para el estudio del síndrome 
de isquemia/reperfusión farmacológico, fue el encontrar uno que se pareciera lo máximo 
posible al síndrome de isquemia/reperfusión inducido por un método físico. Para ello se 
probaron diferentes pautas de administración con diferentes sustancias (Tabla 3). Se 
ensayó con diversas concentraciones de clorhidrato de noradrenalina (en adelante 
noradrenalina), administrada en forma de superfusión sobre las ramas de la arteria 
mesentérica que irrigan el segmento intestinal seleccionado durante 60 minutos para 
provocar la isquemia; junto, o no, con  distintas concentraciones de sustancias 
antagonista de la noradrenalina (clorhidrato de timoxamina) y/o vasodilatadora 
(clorhidrato de isoxsuprina), administradas de igual manera para inducir la fase de 
reperfusión. Para más detalles, ver Metodología pagina 109. Al igual que el suero salino 
para perfusión, el líquido de superfusión se calentó de tal manera que cuando llega a las 
ramas de la arteria mesentérica este se encuentre a 37 ºC ± 0,5. Kurlberg y cols.526 
muestran la importancia de ello en su modelo in vitro, al perfundir las ramas de la arteria 
mesentérica a diferentes temperaturas modifican los cambios que produce la isquemia, 
observan menor lesión de la mucosa a bajas temperaturas. Lo que está de acuerdo con 
Hossain y cols.429. 

La catecolamina noradrenalina, es un agente simpaticomimético de acción directa, con 
efectos pronunciados sobre los receptores 
 adrenérgicos, y menos marcados sobre los 
receptores �. Es un neurotransmisor que produce vasoconstricción actuando sobre los 

-adrenoceptores del músculo liso vascular. 
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Tabla 3. Serie de pautas de administración ensayadas para producir el síndrome de 
isquemia/reperfusión farmacológico. 

Pauta Isquemia Reperfusión 

I Noradrenalina 5·10-3 M Suero 
II Noradrenalina 10-3 M Isoxsuprina 10-3 M 
III Noradrenalina 2,5·10-3 M Isoxsuprina 10-3 M 
IV Noradrenalina 5·10-4 M Timoxamina e isoxsuprina 10-3 M 
V Noradrenalina 10-3 M Timoxamina e isoxsuprina 10-3 M 
VI Noradrenalina 3·10-3 M Timoxamina e isoxsuprina 10-3 M 
VII Noradrenalina 5·10-3 M Timoxamina e isoxsuprina 10-3 M 
VIII Noradrenalina 2·10-3 M Timoxamina e isoxsuprina 2·10-3 M 
IX Noradrenalina 2,5·10-3 M Timoxamina e isoxsuprina 2·10-3 M 
X Noradrenalina 3·10-3 M Timoxamina e isoxsuprina 2·10-3 M 
XI Suero Timoxamina e isoxsuprina 2·10-3 M 

 

Se escoge la noradrenalina por su rápida acción vasoconstrictora cuando se aplica 
localmente y por su fácil manejo. 

Para provocar la isquemia farmacológica se utilizaron diversas concentraciones de 
noradrenalina, desde 10-3 a 5·10-3 M*, formando parte junto con la administración 
posterior, o no, de clorhidrato de timoxamina (en adelante timoxamina) y/o clorhidrato 
de isoxsuprina (en adelante isoxsuprina), de diferentes pautas de administración para 
provocar el síndrome de isquemia/reperfusión farmacológico (Tabla 3). 

Tras el estudio de los resultados de las pautas seleccionadas se escoge la concentración de 
2,5·10-3 M, porque cuando se administra en la misma pauta con la timoxamina e 
isoxsuprina, producen unas alteraciones (niveles de azul de Evans y LDH en el líquido 
de perfusión intestinal) semejantes a las del modelo de isquemia/reperfusión físico, 
aunque cuantitativamente inferiores. Concentraciones inferiores a 2,5·10-3 M provocaron 
alteraciones menores, y concentraciones superiores a  2,5·10-3 M no proporcionaron 
diferencias significativas respecto a ésta, con el inconveniente de un mayor riesgo de 
efectos secundarios. 

                                                 
* En pruebas previas se utilizaron concentraciones menores y mayores, pero sin alcanzar el objetivo 

deseado. 
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La timoxamina es una fenoxialquilamina, que actúa como antagonista competitivo de los 
receptores 
 adrenérgicos, además posee actividad vasodilatadora y una ligera acción 
antihistamínica543. 

La isoxsuprina deriva de la p-hidroxifeniletanolamina con grandes grupos sustitutivos a 
nivel del nitrógeno. Es un vasodilatador, produce relajación vascular directa. Además, es 
agonista del receptor �2 adrenérgico si bien también actúa sobre los �1, con una ligera 
acción antagonista 
544. Asimismo posee acción hemorreológica. 

La timoxamina e isoxsuprina se utilizan para inducir la reperfusión farmacológica, porque 
sus efectos antagonizan la acción de la noradrenalina y son fármacos que se han empleado 
en el tratamiento de diversos trastornos vasculares periféricos. 

Antes de utilizar timoxamina junto con isoxsuprina para producir la reperfusión 
farmacológica, se hizo una prueba previa (pauta de administración I, tabla 3) en la que 
no se emplearon estas sustancias. En su lugar se usó suero salino pretendiendo hacer una 
especie de lavado. El resultado no difería del grupo control (resultados no mostrados), y 
no se observan diferencias en los niveles de azul de Evans y LDH en el líquido de 
perfusión intestinal respecto al periodo isquémico. Esto está de acuerdo con el concepto 
que la lesión por reperfusión se produce por el aporte súbito de oxígeno a un tejido 
previamente isquémico (o anóxico) lo cual, junto con los cambios fisiopatológicos que 
se producen durante la isquemia, provoca la producción masiva de especies reactivas del 
oxígeno que desbordan las defensas antioxidantes96. En este caso, el aporte súbito de 
oxígeno seguramente no se produce, primero porque la noradrenalina continua actuando 
durante los primeros minutos de la reperfusión, a pesar de haberse retirado su 
administración, y segundo, que al no administrar la timoxamina para contrarrestar la 
acción de la anterior, y el vasodilatador isoxsuprina, no se origina una vasodilatación 
brusca que es lo que provocaría un aporte masivo de oxígeno al tejido isquémico. 
Además, esto también es congruente con los trabajos en los que si en la reperfusión se 
suministra poca cantidad de oxígeno277,325,333 o se hace de una manera gradual325, 
produce una lesión menor. 

Así pues, para provocar la reperfusión farmacológica se aplicó isoxsuprina sola y en 
combinación con timoxamina. Cuando se administró sola (pautas de administración II y III, 
tabla 3) los niveles de azul de Evans y de LDH en el líquido de perfusión intestinal 
aumentaban muy poco durante el periodo de reperfusión (resultados no mostrados), lo cual 
hacía al modelo experimental muy poco sensible para valoraciones posteriores. 

Por ello se decide el empleo de otra sustancia que potencie la reperfusión. La combinación 
de isoxsuprina con timoxamina se administró a diferentes concentraciones tras la 
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superfusión de noradrenalina en diferentes pautas, como se muestra en la tabla 3, con el 
objetivo de provocar el síndrome de isquemia/reperfusión farmacológico lo más parecido 
al síndrome de isquemia/reperfusión físico. 

Tras el estudio de los resultados de las pautas seleccionadas se escoge la concentración de 
2·10-3 M, porque con ella nos acercamos lo máximo que pudimos al objetivo propuesto. 

Quizás se pueda discutir, o se pueda no estar de acuerdo en la manera con la que se 
administra tanto la noradrenalina, como la timoxamina y la isoxsuprina; por superfusión en 
lugar de hacerlo por vía intravenosa local, como sería o al menos es lo que se asemejaría 
más a la situación fisiológica. Pero en este modelo experimental, administrarlo localmente 
por vía intravenosa en las ramas de la arteria mesentérica que irrigan el segmento intestinal 
seleccionado, sin producir una obstrucción o ni siquiera un traumatismo de la arteria, se 
antoja muy complicado. Además, de lo que se trata no es de buscar el modelo más 
fisiológico desde el punto de vista de la administración, sino lo que se busca es un efecto 
que esté en sintonía con la fisiopatología de la isquemia/reperfusión, independientemente 
de si las sustancias administradas lo han sido en forma de perfusión, superfusión, etc. Se 
persigue un modelo que permita reproducir y cuantificar una situación, una y otra vez, sin 
gran dificultad metodológica, por lo que se considera que la administración en forma de 
superfusión es suficiente para obtener este objetivo. 

Aunque no se puede descartar, lo más probable es que la autooxidación que puede sufrir la 
noradrenalina durante el proceso de superfusión sea irrelevante en nuestro modelo 
experimental. De hecho, si ocurre a pH fisiológico, este suceso per se es extremadamente 
lento53.  Allen y cols.136 muestran que las catecolaminas como la noradrenalina son 
capaces de liberar, sobre todo en condiciones anaeróbicas, el hierro de la ferritina, así 
como interactuar con la ferritina en presencia del sistema xantina oxidasa produciendo 
un importante incremento en la producción de radical hidroxilo, suceso que puede ser 
relevante durante la reperfusión al interaccionar el peróxido de hidrógeno resultado de la 
actividad de la xantina oxidasa y el hierro liberado. Lo mismo que antes, no se puede 
descartar que este proceso tenga relevancia en nuestro modelo de isquemia/reperfusión 
por ser un factor no controlado, pero dado que la superfusión se hace únicamente en una 
parte de la arteria que irriga el segmento intestinal sometido a isquemia/reperfusión, su 
relevancia se intuye como mínima si es que la tiene. 

Los resultados obtenidos tras provocar la I/R farmacológica se muestran en las gráficas 3 y 
4 (páginas 121 y 122) y en las tablas 4, 15 y 16 en anexos I y III respectivamente. De 
manera general, se observa que durante el periodo isquémico no hay diferencias 
estadísticamente significativas entre el grupo I/R farmacológica y el control, éstas sólo 
existen cuando se valora la diferencia en los niveles de azul de Evans durante los 20 
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últimos minutos de isquemia. No obstante, y sólo desde un punto de vista descriptivo hacer 
notar que los niveles de LDH como de azul de Evans son mayores en el grupo I/R
farmacológica que en el control. Por otro lado, sí se aprecian diferencias estadísticamente 
significativas entre ambos grupos durante todo el periodo de reperfusión, destacando que 
los máximos niveles de LDH y azul de Evans en el líquido de perfusión se alcanzasen al 
minuto 4 de la reperfusión. 

Así, ya se pueden anotar dos características diferenciales entre el grupo I/R física y el I/R
farmacológica. La primera que la isquemia de 60 minutos es más severa en el primero que 
en el segundo, y la segunda que la reperfusión en el grupo I/R farmacológica, además de 
ser menos severa, la máxima alteración tarda un poco más en producirse. 

El que durante la isquemia del grupo I/R farmacológica se observen unos niveles de 
LDH y azul de Evans que presentan una mayor coincidencia con el grupo control que 
con la isquemia física, puede poner en duda que la aplicación de noradrenalina no sea, o 
no se haga de la manera más adecuada. Además, en su aplicación clínica, se sabe que 
durante la infusión prolongada de noradrenalina, para mantener estable la presión 
arterial, su efecto presor puede disminuir, lo cual obliga a aumentar el ritmo de 
inyección. Baykal y cols.290 utilizan un modelo experimental en ratón para el estudio de 
la influencia de la tolerancia a la adrenalina en la lesión por isquemia/reperfusión, 
mediante la administración creciente de adrenalina intravenosa durante 5 días. Observan 
una menor peroxidación lipídica en el intestino delgado tras la isquemia/reperfusión y 
una menor afectación pulmonar, por lo que sugieren que la tolerancia a la adrenalina 
puede tener un efecto protector. En nuestro modelo es improbable que la administración 
de noradrenalina produzca una tolerancia como la que describen Baykal y cols. y, por 
tanto, que la menor alteración que se produce durante la reperfusión del grupo I/R
farmacológica tenga alguna relación con el mencionado proceso. 

El endotelio regula el nivel de contracción de los vasos sanguíneos545. La estimulación 
de las células musculares lisas con agentes que actúen sobre los receptores �1 
adrenérgicos del músculo liso de las arterias mesentéricas induce contracción, que es 
contrarrestada por un incremento en la síntesis y liberación de óxido nítrico por parte del 
endotelio193. Un trabajo posterior194 muestra que hay dos subtipos de receptores �1 adre-
nérgicos y que son capaces de mediar efectos opuestos en el tono vascular en la misma 
preparación. Los �1A-adrenoceptores median la respuesta contráctil y los �1D-adrenocep-
tores fueron implicados en el efecto vasorelajante dependiente del endotelio. La 
estimulación de los �1D-adrenoceptores localizados en las células endoteliales de la red 
vascular del mesenterio de rata con fenilefrina y noradrenalina, a concentraciones 
nanomolares, actúan a través de la estimulación de la fosfolipasa C, seguida por 
generación de inositol monofosfato y activación de la NO sintasa. El efecto relajante del 
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agonista �1 depende de la capacidad del endotelio para generar óxido nítrico. La 
estimulación de los �1A-adrenoceptores con altas concentraciones de noradrenalina 
producirá el efecto neto observado de vasoconstricción en el territorio superfundido con 
ésta. Sin embargo, en los grupos en los que se utiliza el modelo de isquemia/reperfusión 
farmacológica no se puede descartar que este mecanismo de contrarregulación durante el 
periodo isquémico sea completamente irrelevante, y sea uno de los factores de la menor 
severidad de la isquemia, que explicaría la diferente intensidad en la lesión por 
reperfusión entre el modelo físico y el farmacológico, lo cual será motivo de discusión 
posteriormente. 

Se hace una superfusión de noradrenalina sobre un segmento arterial muy reducido a una 
concentración muy elevada. Pese a ello, no se puede asegurar que durante la hora que 
dura la isquemia ésta es total, y no se produce aunque sea durante breves instantes, 
aportación de oxígeno al tejido. Lo que sí se ha comprobado, quizás de una manera un 
poco grosera con el microscopio óptico, es que el flujo sanguíneo distal se encuentra 
detenido durante toda la hora. 

Otro aspecto que refuerza de una manera indirecta que la vasoconstricción es efectiva, 
aunque sea parcialmente, sino totalmente, es que la administración de timoxamina e 
isoxsuprina tras una hora de superfusión de noradrenalina produce un aumento en los 
niveles de azul de Evans y LDH en el líquido de perfusión intestinal (gráficas 3 y 4, 
páginas 121 y 122), a semejanza, aunque de menor intensidad, de la isquemia/reperfusión 
física. Y además, con la pauta de administración XI (Tabla 3, página 156) que controla 
justamente el efecto de la noradrenalina, en la que se administra suero durante el tiempo 
que debería administrarse ésta, no se produce durante todo el tiempo que dura la 
experiencia un aumento en los niveles de azul de Evans y LDH respecto al grupo control 
(resultados no mostrados), ni siquiera durante lo últimos 30 minutos en los que se 
administra timoxamina e isoxsuprina. Lo cual demuestra que la vasodilatación que 
puedan ocasionar estas sustancias no produce un aumento en los niveles de azul de 
Evans y LDH en el líquido de perfusión intestinal, si no va precedida de un periodo de 
vasoconstricción. Lo cual está de acuerdo con la definición expresada con anterioridad 
de que se produce lesión por reperfusión si previamente ha existido un periodo 
isquémico283-285,261. 

El intestino denervado es capaz de autorregular el flujo sanguíneo entre un amplio rango de 
presiones. La reducción del flujo sanguíneo no debe por sí misma inducir lesión en el 
intestino. Sólo cuando el flujo sanguíneo se reduce hasta un cierto límite, se limitará el 
aporte de oxígeno y el tejido entrará en fase de hipoxia454. Por tanto, para que se produzca 
lesión por isquemia/reperfusión es necesario en primer lugar una reducción suficiente 
del flujo sanguíneo. Durante las reducciones moderadas de éste (menos de un 35 % de la 
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normalidad) de al menos dos horas, se produce un incremento compensatorio en la 
extracción del oxígeno, lo cual mantiene el aporte tisular del mismo en niveles normales. 
En este caso, no hay alteración en el aclaramiento de albúmina transmucosa durante la 
reperfusión. Las reducciones más severas del flujo sanguíneo producen disminuciones 
directamente proporcionales del aporte de oxígeno a los tejidos, y sólo cuando este 
último se reduce un 50 % o más, el aclaramiento transmucoso de albúmina aumenta en 
la reperfusión283,284. 

El que la reperfusión farmacológica sea menos severa que la física está en concordancia 
con el concepto de que la lesión por reperfusión es proporcional a la severidad de la 
isquemia267,284,450-452. Pero no necesariamente el hecho de que la máxima alteración tarda 
un poco más en producirse, al cual le daríamos una explicación más metodológica. Dado 
que para provocar la reperfusión farmacológica se debe dejar de administrar la 
noradrenalina, e inmediatamente superfundir timoxamina e isoxsuprina, y sin contar lo 
que tarda el experimentador en este proceso (entre 5 y 10 segundos). Hemos de pensar 
que las sustancias administradas para inducir la reperfusión tardarán unos segundos en 
actuar, y esta acción, se supone, no será máxima al instante, sino progresiva para 
alcanzar su máximo a los pocos minutos (de 2 a 4 minutos), lo cual hace pensar que el 
aporte de oxígeno seguramente no es súbito al no producirse, lo más probable, una 
vasodilatación brusca e inmediata tras el cese de la administración de noradrenalina. Esta 
interpretación también podría ser válida, aunque en menor medida, para explicar que la 
reperfusión farmacológica sea menos severa que la física. En menor medida, porque en 
trabajos en los que se discute el concepto de reperfusión hipóxica277,325,333 o gradual325, lo 
son en un grado mucho mayor que en el modelo de I/R farmacológica, donde a los pocos 
minutos ya se aprecia una “vasodilatación reactiva”. Latham280 en 1951 ya concluye que 
para eliminar completamente el riesgo de la reacción paradójica del oxígeno, se debe 
administrar éste lentamente. 

Puede añadirse la hipótesis546, confirmada posteriormente547,548, que hay una excesiva 
pO2 (presión parcial de oxígeno) durante la reperfusión debida a la acidez del tejido 
hipóxico, el efecto Bohr y la hiperemia reactiva. Además, se sabe que la acción de la 
xantina oxidasa, una importante fuente de especies reactivas del oxígeno, está 
exacerbada por una pO2 elevada436. Esto también apoya que la reperfusión anóxica 
produzca menos lesión, y que en nuestro modelo de isquemia/reperfusión farmacológica, 
en la que hay una reperfusión gradual, encontremos menos lesión. 

Al inicio de la reperfusión, tras la isquemia provocada por un mecanismo físico, se 
produce una hiperemia debido a una vasodilatación local compensatoria a la isquemia454. 
Se ha implicado a la histamina, péptidos vasoactivos, especies reactivas del oxígeno, 
óxido nítrico, adenosina, ...191,257,444-447,449. Esto provoca un mayor aporte de oxígeno, 
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que a su vez provocará una mayor producción de especies reactivas del oxígeno, lo cual 
potenciará la vasodilatación. De ahí la importancia de administrar la timoxamina e 
isoxsuprina, no tan sólo para que deje de actuar la noradrenalina, sino para inducir una 
vasodilatación que se asemeje a la descrita la cual, a su vez, al inducir la producción de 
especies reactivas del oxígeno reducirán la vasoconstricción producida por la 
norepinefrina449. 

Influencia de la cirugía en el modelo experimental 

El intestino delgado es muy susceptible al estrés quirúrgico, aun cuando éste se produzca 
en localizaciones remotas. La laparotomía y la leve manipulación del intestino provocan 
estrés oxidativo en el epitelio intestinal unos 30-120 minutos después (alteración 
máxima a los 60 minutos), en forma de alteraciones estructurales, funcionales y 
bioquímicas reversibles en 24 horas549,550, parcialmente debido a una mayor actividad de 
la xantina oxidasa549-551 y una disminución de los niveles de GSH549,551. Estas 
alteraciones pueden prevenirse con inhibidores de la xantina oxidasa como el 
alopurinol550, y con L-arginina551. 

A su vez, la manipulación quirúrgica del intestino delgado puede producir alteraciones 
en órganos distantes como el pulmón552, lo cual está relacionado con el estrés oxidativo 
postquirúrgico que se observa en la mucosa de este órgano tras su manupulación549-551. 

No se puede descartar la influencia de la manipulación quirúrgica, ni su magnitud en el 
modelo experimental que aquí se presenta. A esta variable se la ha controlado con el 
grupo de animales sometidos al mismo procedimiento quirúrgico y manipulación 
intestinal (canulación y perfusión con suero salino) que los grupos a los que se les 
provoca isquemia sola o isquemia y reperfusión intestinal con o sin tratamiento, 
denominado grupo control. 

Implicación de las especies reactivas del oxígeno e implicación del óxido nítrico en el 
síndrome de isquemia/reperfusión

Dada la naturaleza transitoria de las especies reactivas del oxígeno, y las dificultades 
inherentes en las técnicas para detectar de manera precisa los niveles de éstas, una gran 
mayoría de los investigadores que trabajan en este campo emplean estrategias indirectas 
para demostrar el papel fundamental de las mismas en las alteraciones que se asocian 
con la reperfusión de tejidos isquémicos. Desde el inicio se basó en la observación que la 
administración de sustancias que previenen la formación de especies reactivas del 
oxígeno o que las captan neutralizándolas, disminuían la lesión producida por la 
reperfusión46,116,142,275,278,362,384,392, aunque hay que aclarar que si bien en algunos 

 



Discusión m 163

modelos experimentales se ha apreciado una protección significativa, en otros estas 
sustancias no han tenido efecto273,274,279,344,368. 

Se han estudiado una gran variedad de procedimientos terapéuticos (reperfusión 
hipóxica, reperfusión gradual, oxigenación de la luz intestinal, precondicionamiento 
isquémico, hipertermia preisquémica, piruvato intraluminal, crear tolerancia a las 
catecolaminas)290,325,333,421,511,513,514,529,530,541,542 y agentes farmacológicos (referencias 46, 
96, 140, 248, 257, 276, 283, 287, 302, 304, 305, 312, 359, 373, 374, 377, 379, 385, 386, 
389, 392, 394, 409, 453, 456, 485-487, 540, 553-556) en un intento de preservar a los 
tejidos de la disfunción y/o lesión que tiene lugar después de la reperfusión que sigue a 
la isquemia. Estos fármacos son de estructura química diversa y tienen una gran variedad 
de mecanismos de acción. 

Se pueden clasificar de una manera general como sustancias que reemplazan o 
proporcionan agentes citoprotectores (por ejemplo la L-arginina en el caso del óxido 
nítrico); sustancias que inhiben o bloquean, o bien la producción de agentes 
proinflamatorios, o bien a estos últimos directamente (por ejemplo el alopurinol en la 
primera situación y la superóxido dismutasa en la segunda, en el caso del radical 
superóxido); y sustancias inhibidoras de la acción de los neutrófilos y sus mediadores. 

Las estrategias utilizadas en este trabajo para demostrar la implicación de las especies 
reactivas del oxígeno, y el óxido nítrico, en el síndrome de isquemia/reperfusión 
mediado farmacológicamente fueron inhibir la xantina oxidasa por el alopurinol, 
eliminar el radical superóxido mediante la administración de superóxido dismutasa 
(Ontosein®: orgoteina), eliminar el peróxido de hidrógeno mediante la administración de 
catalasa, la administración de L-arginina para incrementar la formación de óxido nítrico, 
y administrar NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) para inhibir su síntesis. 

Se trata de valorar el efecto de estos fármacos en el modelo experimental de referencia 
I/R física en el intestino delgado de rata, y compararlo con el modelo experimental I/R
farmacológica. 

Aunque se implica al radical hidroxilo como uno de los agentes principales que en 
última instancia intervienen en la lesión tisular dependiente de la isquemia/reperfu-
sión276,295,373,394, en este trabajo no se utiliza alguna sustancia que lo elimine. Debido a su 
gran reactividad y su indiscriminada actividad, en un modelo como el que se presenta: in
vivo y con el animal entero, muestra a priori una gran dificultad para que este 
tratamiento fuese eficaz75, el eliminador debe estar presente a una gran concentración, 
representando una gran proporción de las moléculas presentes en el lugar donde se 
produzca el radical hidroxilo140. Por ello la estrategia utilizada fue la de eliminar los 
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precursores del radical hidroxilo, el radical superóxido y el peróxido de hidrógeno, o 
incrementar la formación de óxido nítrico para eliminar los efectos perniciosos 
derivados del peroxinitrito, y para que reaccione directamente con el radical hidroxilo 
eliminando su toxicidad, lo cual por otro lado podría considerarse como la estrategia 
utilizada para eliminar el radical hidroxilo. 

Tratamiento con alopurinol 

La administración de alopurinol disminuye la lesión tisular tras la isquemia/reperfusión en 
una gran variedad de modelos tanto in vitro296,368,384,431 como in
vivo142,257,275,276,316,355,385,386,388,389,391,492. Estos efectos beneficiosos han proporcionado 
poderosas evidencias que implican a la xantina oxidasa como fuente de especies 
reactivas del oxígeno en los tejidos isquémicos. Surgió la cuestión de si los efectos del 
alopurinol pueden no estar relacionada con su capacidad para inhibir la xantina 
oxidasa557,558. 

En un trabajo publicado en 1986, Biemond y cols.134 comprueban que la xantina oxidasa 
es capaz de movilizar el hierro desde la ferritina, tanto en condiciones aeróbicas (aunque 
en este caso el radical superóxido representa el 70 % del mecanismo) como anaeróbicas. 
Apuntan que la liberación de hierro desde la ferritina ya se produce durante la isquemia 
por un mecanismo independiente del radical superóxido, el cual catalizaría la formación 
de radical hidroxilo desde el anión superóxido producido por la xantina oxidasa en la 
reperfusión. Sugieren que la inhibición de la liberación del hierro desde la ferritina es 
también un efecto importante del tratamiento con alopurinol. 

Posteriormente, Hernández y cols.394 comprueban la importancia del hierro en la 
patogenia de la lesión por reperfusión. Basándose en que la incorporación del hierro a la 
transferrina de la mucosa está catalizado por la xantina oxidasa138 mediante una 
actividad ferroxidasa susceptible de ser completamente abolida por el alopurinol137, la 
cual parece implicar a los grupos prostéticos del enzima más que al radical superóxido y 
peróxido de hidrógeno generados en la reoxidación de la misma, también apuntan la 
posibilidad de que la protección deparada por el alopurinol puede estar directamente 
relacionada, más a las alteraciones en la disponibilidad de hierro mediadas por la xantina 
oxidasa, que a la producción de especies reactivas del oxígeno mediante este enzima. 

El peróxido de hidrógeno producido por la xantina oxidasa, a su vez puede promover la 
reacción de Fenton al liberar hierro de la hemoglobina559. 
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Oros trabajos125,560-562 han sugerido que los efectos beneficiosos del alopurinol en modelos 
de isquemia/reperfusión, pueden deberse a la propiedad de éste para captar radicales libres 
más que por su capacidad para inhibir la xantina oxidasa. 

El alopurinol y su principal metabolito activo, el oxipurinol, pueden captar de manera no 
específica el radical hidroxilo in vitro562. Además, capta al radical superóxido560 y al 
ácido hipocloroso, un oxidante derivado de los neutrófilos que también ha sido 
implicado en la lesión microvascular asociada a la isquemia/reperfusión125,561. 

La mayor parte de las pruebas respecto a su capacidad de eliminador de especies reactivas 
del oxígeno provienen de observaciones en modelos no biológicos e in vitro. Además, la 
concentración de alopurinol es estos experimentos exceden los niveles terapéuticos en el 
suero en varios ordenes de magnitud387. Así, la actividad eliminadora de radical 
hidroxilo observada por Moorhouse y cols.562, por ejemplo, requiere concentraciones de 
alopurinol que excedan de 0.5 mM, y en el caso de Faure y cols.563 que también sugieren 
una actividad antioxidante directa del alopurinol, las concentraciones alcanzadas en su 
modelo experimental son de 2.0 mM, más de 100 veces las concentraciones séricas 
obtenidas tras aplicar una pauta de administración de alopurinol clásica en modelos de 
isquemia/reperfusión in vivo387,390. Peterson y cols.560 observan que la capacidad del 
alopurinol para actuar como eliminador de radical superóxido in vitro sólo es 
mínimamente efectiva a altas concentraciones (9 mM), algo que no consiguen Terada y 
cols.431 con concentraciones de alopurinol 100 μM. Das y cols.561 en su estudio in vitro 
en el que examinan la capacidad del alopurinol y el oxipurinol para captar radicales 
libres, observan que son incapaces de eliminar radical superóxido y radical hidroxilo a la 
concentración 1 μM. Sin embargo, sí es efectiva con el ácido hipocloroso, aunque a más 
bajas concentraciones no tiene esta propiedad. 

Zimmerman y cols.387 al aplicar las pautas de administración y dosis de alopurinol 
empleadas en estudios clásicos in vivo de isquemia/reperfusión, en los que las especies 
reactivas del oxígeno median la lesión, muestran como no se alcanzan en suero ni en el 
líquido intersticial (entre 10 y 20 μM de alopurinol/oxipurinol) niveles suficientes para 
captar el radical hidroxilo in vitro. Sin embargo, sí lo son para inhibir la actividad 
catalítica de la xantina oxidasa. 

Con el trabajo de Klein y cols.390, cuyo objetivo fue diferenciar cuantitativamente entre 
las actividades del alopurinol: inhibitoria sobre la xantina oxidasa, de la de eliminador de 
especies reactivas del oxígeno, tanto in vitro como in vivo, se zanja definitivamente la 
cuestión al concluir que la acción principal de este fármaco administrado a ratas por vía 
oral a las dosis de entre 2 y 100 mg · kg-1 · día-1 durante 2 días consecutivos, es la inhibición 
de la xantina oxidasa de modo dosis dependiente, y no se aprecia actividad antioxidante 

 



m  Discusión166 

alguna. En este mismo trabajo390 se cita una comunicación personal de Irwin Fridovich en 
donde apunta que: “en los sistemas biológicos, en los que hay una enorme cantidad de 
dianas orgánicas endógenas para las especies reactivas del oxígeno, la alta reactividad y el 
corto radio de acción de por ejemplo el radical hidroxilo, hace casi improbable la reacción 
con un eliminador débil como el alopurinol. Esta es la razón por la que un antioxidante 
potente como el manitol debe darse a muy altas concentraciones para que sea efectivo”. 

Por tanto, lo más probable es que en nuestro modelo experimental el efecto del 
alopurinol sea debido a la inactivación de la xantina oxidasa, más que a la captación 
directa de oxidantes derivados de ella como el radical superóxido o el radical hidroxilo. Sin 
embargo, por lo expuesto anteriormente no se puede descartar que en nuestro modelo 
además de inhibir a la xantina oxidasa con este tratamiento se capte el ácido hipocloroso 
derivado de los neutrófilos activados. 

Se ha sugerido que el efecto beneficioso del alopurinol, además de inhibir la xantina 
oxidasa, puede implicar la preservación de la integridad mitocondrial tras administrarlo a 
altas dosis, aunque el mecanismo exacto de esta protección no está aclarado564. 

También se ha demostrado que el alopurinol actúa como un agente transportador de 
electrones, sugiriendo que el efecto beneficioso en modelos de isquemia/reperfusión 
puede ser debido al posibilitar el transporte electrónico durante la reperfusión560. Sin 
embargo, su efectividad depende también de la concentración, y la mínima que se 
requiere es de 1 mM387. 

Basándose en que durante la isquemia/reperfusión tisular la disponibilidad de metales 
catalíticamente activos, como el ion férrico, se incrementa por movilización desde sus 
ubicaciones celulares, lo cual amplificará el daño tisular al generarse más especies 
reactivas del oxígeno. Ko y Godin565 llevan a acabo un estudio en el que sugieren que en 
la protección ejercida por el alopurinol y el oxipurinol es relevante su acción como 
quelante de los metales de transición, aunque ellos mismos reconocen que esta acción es 
efectiva a concentraciones muy superiores a las utilizadas normalmente como 
tratamiento preventivo en la isquemia/reperfusión. 

También se ha postulado en algunos trabajos que el tratamiento con alopurinol protegía 
de la lesión isquémica por preservar el pool de nucleótidos, atenuando la reducción de 
los niveles de ATP que normalmente se observa en los tejidos en estas condiciones (la 
transformación de hipoxantina a xantina, que es inhibida por el alopurinol, es el primer 
paso irreversible en su degradación). O sea, una explicación alternativa de los efectos 
beneficiosos de este tratamiento, era la conservación de la energía rica en fosfatos. Sin 
embargo, el mantenimiento de esta energía por medio de la infusión continua de inosina, 
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no tiene un efecto protector de la lesión por reperfusión310. Además, Morris y cols.386 
muestran en un modelo de isquemia/reperfusión en intestino in vitro, que la 
administración de alopurinol poco antes de la reperfusión es efectivo como tratamiento 
preventivo contra este tipo de lesión, lo cual es una prueba muy sólida en contra de que 
actúe sólo preservando las purinas durante el periodo isquémico. Por tanto, es poco 
probable que preservar las purinas por medio del alopurinol sea trascendental en 
prevenir el desarrollo de lesiones postisquémicas, y se refuerza el concepto de que la 
generación de especies reactivas del oxígeno por parte de la xantina oxidasa es un 
importante mediador de la lesión postisquémica ya que la inhibición competitiva de la 
xantina oxidasa por parte del alopurinol disminuye la generación de especies reactivas 
del oxígeno. 

La xantina oxidoreductasa tiene la capacidad de catalizar la reducción de los nitratos y 
nitritos a óxido nítrico en presencia de NADH bajo condiciones de hipoxia. Esto, junto 
con la localización vascular del enzima, sugiere que la xantina oxidoreductasa puede 
contribuir como fuente de óxido nítrico a partir de nitratos y nitritos endógenos en 
condiciones isquémicas, situaciones en las que la NO sintasa no es efectiva416. El hecho 
de que los grupos pretratados con alopurinol en ambos modelos experimentales (gráficas 
5 y 7, páginas 125 y 129; y tablas 6 y 7 del anexo I, páginas 230 y 231) presenten unos 
niveles mayores de LDH durante la fase isquemia, respecto a los grupos tratados con 
superóxido dismutasa, podría deberse al menos en parte a este hecho, teniendo en cuenta 
que en nuestro modelo experimental la actividad del óxido nítrico ha mostrado ser 
beneficiosa (ver más adelante la discusión sobre la administración de L-arginina). 

Granger y cols.385 proporcionan un respaldo adicional a la participación de la xantina 
oxidasa en la isquemia/reperfusión al utilizar un inhibidor diferente de la misma como es 
el pterin aldehído. 

El alopurinol, además de prevenir la lesión mediada por las especies reactivas del 
oxígeno derivadas de la xantina oxidasa tras la isquemia/reperfusión intestinal, previene 
la liberación de endotelina, aunque no está claro que el mecanismo sea de manera directa 
o secundaria a la inhibición de las especies reactivas del oxígeno492. 

También se ha sugerido que puede tener un efecto indirecto incrementando las 
concentraciones de adenosina, la cual es un potente vasodilatador391. 

Análisis de los resultados del tratamiento con alopurinol 

Nuestros resultados muestran que la inhibición de la xantina oxidasa por el alopurinol es 
menos efectiva que la superóxido dismutasa en prevenir la lesión tisular (valorado por 
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los niveles de LDH en el líquido de perfusión) durante la isquemia, tanto en el modelo 
de I/R física como I/R farmacológica (gráficas 5 y 7, páginas 125 y 129; tablas 17, 19, 
27 y 29 en anexo IV). Lo cual podría deberse a que, además del superóxido derivado de 
la xantina oxidasa, pueden haber otras fuentes del mismo implicadas en la lesión tisular 
durante el periodo isquémico, como el derivado de la NADPH oxidasa endotelial, o el 
derivado de la cadena de transporte electrónico mitocondrial24-27,51. Sin embargo, el 
alopurinol es algo más efectivo en evitar una mayor magnitud en el aclaramiento de azul 
de Evans (gráficas 6 y 8, páginas 127 y 131; tablas 18, 20, 28 y 30 en anexo IV), aunque 
esto durante la fase isquémica es poco relevante, o como mínimo difícil de interpretar, si 
se entiende por aclaramiento como un incremento de la permeabilidad vascular y/o 
mucosa, ya que durante la fase isquémica, en ambos modelos experimentales, la 
irrigación vascular se encuentra detenida. 

Los resultados del presente trabajo muestran que el tratamiento con alopurinol 
proporciona una protección significativa de la lesión por reperfusión en los modelos de 
I/R física e I/R farmacológica, valorándolo tanto como una menor permeabilidad de la 
mucosa intestinal al azul de Evans, como una menor liberación de LDH intracelular 
(lesión tisular) (gráficas 5 a 8, páginas 125 a 131; tablas 17, 18, 27 y 28 en anexo IV). 

La inhibición de la xantina oxidasa por el alopurinol es casi tan efectiva como la 
superóxido dismutasa en prevenir el daño tisular (valorado por la LDH) tras la 
reperfusión del intestino isquémico. Sin embargo, es más efectivo en evitar una mayor 
magnitud en el incremento de permeabilidad de la mucosa intestinal (valorado por el 
aclaramiento de azul de Evans), lo cual corrobora el papel de la xantina oxidasa y las 
especies reactivas del oxígeno derivadas de ella en este proceso46,276,385. 

El tratamiento con alopurinol (50 mg/kg cada 12 horas los dos días anteriores y 100 
mg/kg el mismo día de la experiencia 2 horas antes de la misma) en los modelos 
experimentales de I/R física e I/R farmacológica, no proporcionan una completa 
protección contra la lesión (gráficas 5 a 8, páginas 125 a 131; tablas 17, 18, 27 y 28 en 
anexo IV). La xantina oxidoreductasa también posee una actividad NADH oxidasa que 
no se inhibe con alopurinol, y de la cual derivan especies reactivas del oxígeno. Esto 
puede explicar que no se alcance una protección completa, al no inhibir todas las 
actividades de la xantina oxidoreductasa423. La lesión, además, puede estar mediada por: 
factores diferentes a las especies reactivas del oxígeno derivadas de la xantina oxidasa; 
y/o que la pauta de administración y la dosis no esté lo suficientemente ajustada, y no se 
alcancen concentraciones suficientes en el lugar requerido; y que parte de la lesión 
observada durante la reperfusión se debe considerar corresponde al periodo de isquemia. 
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Lo que sí podemos concluir basándonos en nuestros datos es que el alopurinol, al inhibir 
la xantina oxidasa, localizada en la mucosa del intestino delgado, en el endotelio 
vascular y/o circulando en el torrente sanguíneo, protege en la misma proporción en los 
dos modelos de isquemia/reperfusión utilizados en éste trabajo (gráficas 13 y 14, página 
139). 

Una faceta no estudiada la plantea Saugstad391 haciéndose la siguiente pregunta: ¿es el 
alopurinol un fármaco inocuo? Debe recordarse que reduce drásticamente las 
concentraciones de ácido úrico, y dado que éste es un antioxidante importante en el 
medio extracelular92,124, surge la duda de si puede ser pernicioso. Más si cabe, al haber 
sido directamente implicado en la protección contra la lesión por reperfusión inducida 
por los granulocitos activados, y preservando las funciones del endotelio ante la lesión 
oxidativa126. Nuestro protocolo experimental no puede responder a esta pregunta, pero si 
el tratamiento que se lleva a cabo con alopurinol fuese perjudicial en este aspecto, por 
someter a isquemia/reperfusión a un grupo de ratas presuntamente con las defensas 
antioxidantes extracelulares disminuidas, desde luego queda compensado por el 
beneficio que promueve: una menor lesión en el momento de la reperfusión. Además, 
creemos que es una cuestión relevante sobre todo en humanos y no en nuestro modelo 
experimental en rata, ya que el nivel en sangre de ácido úrico en humanos está alrededor 
de los 5 mg/100 ml como media, cerca del nivel de solubilidad, mientras que la mayoría 
de mamíferos, incluida la rata, tienen niveles inferiores a 0,5 mg/100 ml124. 

Por último, un aspecto no estudiado en el presente trabajo es el tratamiento tras la 
isquemia/reperfusión, el cual posiblemente tenga un mecanismo de acción diferente al 
tratamiento preventivo empleado aquí355. 

Tratamientos con superóxido dismutasa (Ontosein®: orgoteina) y catalasa

El radical superóxido está implicado en la disfunción microvascular y lesión de las 
células parenquimatosas que se observa tras la reperfusión de los tejidos isquémicos, 
incluyendo el intestino delgado46,65,265,275,278. 

En condiciones normales la superóxido dismutasa elimina al radical superóxido. Sin 
embargo, si los niveles del enzima se encuentran disminuidos debido a la lesión 
isquémica, o no pueden hacer frente a una mayor producción durante la reperfusión, el 
radical superóxido puede alcanzar niveles tóxicos. Algo parecido sucede con el peróxido 
de hidrógeno derivado directamente de la xantina oxidasa y de la reducción del 
superóxido durante la reperfusión. 
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Ya que la superóxido dismutasa y la catalasa endógenas, aparentemente son insuficientes 
para proteger contra la producción masiva de especies reactivas del oxígeno tras la 
reoxigenación de los tejidos (gráficas 3 y 4, páginas 121 y 122; tabla 4, del anexo I; y 
tablas 13 a 16 en anexo III), se pueden emplear superóxido dismutasa y/o catalasa 
exógenas para combatir su efecto nocivo, administrándolas por vía intravenosa. Estas no 
tan sólo protegerían el espacio extracelular, sino también el espacio intersticial, y como 
sugiere Chudej y cols. el espacio intracelular566, al cual accederían por endocitosis567. 

En 1971 los diferentes preparados que contenían Cu,Zn-SOD fueron clasificados 
genéricamente con el nombre de orgoteina (Ontosein®), un efectivo antiinflamatorio sin 
propiedades analgésicas ni antipiréticas, pero capaz de neutralizar el radical 
superóxido568,569. Esta sustancia fue identificada y subsiguientemente investigada  
toxicológica y farmacológicamente por Huber y cols., años antes que McCord y 
Fridovich publicaran el hallazgo de una función enzimática para la eritrocupreína que 
resultaba esencial para el metabolismo intracelular del oxígeno, a la cual denominaron 
superóxido dismutasa104,570. Al comparar ambos compuestos se demostró que eran 
idénticos. 

La superóxido dismutasa ha mostrado su utilidad, desde hace más de 25 años, como 
agente terapéutico al limitar la lesión por reperfusión (reoxigenación) tras la isquemia 
(anoxia o hipoxia) en una amplia variedad de tejidos tanto in vivo (corazón116,301,566,571, 
estómago326-328, hígado143,335,336,567,572, intestino46,142,275,278,316,362,458, músculo 
esquelético332,334, sistema nervioso354,356-358, pulmón329,330, etc.), como in
vitro117,367,384,393,458, aunque su eficacia se ha puesto en duda en diferentes modelos 
experimentales273,274,279,344,368. Modelos experimentales en animales con una deficiencia 
genética de Cu,Zn-SOD o EC-SOD, que les hace más susceptibles a la lesión por 
isquemia/reperfusión. Todo lo contrario ocurre con la utilización de animales 
transgénicos (mutantes) que en condiciones normales poseen una mayor cantidad de 
superóxido dismutasa, los cuales están mejor protegidos contra la mencionada 
lesión378,395,396. Asimismo, la catalasa también ha sido empleada ampliamente como 
agente protector contra la lesión por reperfusión en muchos tipos de experimentos 
(referencias 116, 117, 273, 287, 301, 326, 327, 330, 332, 344, 359, 367, 373, 384, 392, 
459, 465), y lo mismo que con la superóxido dismutasa, en algunos modelos se ha 
observado una protección significativa, mientras que en otros no ha tenido efecto368,273. 
Esta gran variabilidad se debe al empleo de una gran diversidad de marcadores de la 
isquemia (liberación de productos bioquímicos de lesión celular, preservación o no de la 
función fisiológica, histología, producción de productos derivados de la oxidación, ...), 
diferentes especies, órganos, modelos experimentales (in vitro, in vivo, ...), diferentes 
tipos de isquemia (método, duración, severidad), pautas de administración, etc. 
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Consideraciones sobre la pauta de administración de la superóxido dismutasa y catalasa

Las pautas de administración de superóxido dismutasa y catalasa utilizadas (ver capítulo 
Metodología, página 110), lo fueron tras un proceso de selección entre un amplio grupo 
de ellas (datos no presentados). 

Mientras los niveles plasmáticos de superóxido dismutasa y catalasa proporcionan una 
estimación significativa de la concentración de estos enzimas en las proximidades del 
endotelio vascular cuando se administran por vía intravenosa, estas mediciones 
sobreestiman su actividad en el líquido intersticial que baña las células parenquimatosas 
debido a las propiedades de filtro de la pared vascular. Así, estas macromoléculas deben 
atravesar la pared capilar, la membrana basal y el líquido intersticial, para alcanzar el 
parénquima. En condiciones normales, los capilares restringen el movimiento de las 
macromoléculas en función de su tamaño, – superóxido dismutasa 25 Å (2.5 nm) y 
catalasa 48 Å (4.8 nm) –573, y de su carga – las moléculas cargadas positivamente se 
equilibran mucho más rápido que las cargadas negativamente –571, requiriendo por tanto, 
un determinado periodo de tiempo para conseguir concentraciones efectivas en el líquido 
intersticial que baña las células parenquimatosas. 

Se ha observado que una hora de isquemia no aumenta la capacidad de la Cu,Zn-SOD 
para atravesar la barrera endotelial, no alterando en esencia su cinética571, ya sea porque 
la isquemia no afecta el tamaño de los poros pequeños en el intestino delgado, y/o 
porque la superóxido dismutasa protege los capilares, y puede prevenir una mayor 
permeabilidad a las macromoléculas durante la reperfusión, incluyendo ella misma. 

Dado que las especies del oxígeno son muy reactivas, tienen una distancia de difusión 
muy corta. Por ello, las sustancias protectoras deben encontrarse en lugares cercanos a 
los de su producción. Hay una correlación positiva entre el efecto protector de la 
superóxido dismutasa y la concentración en el intersticio571. 

Estas consideraciones cuestionan las administraciones hechas sólo minutos antes de 
valorar la eficacia de éstos agentes en la modulación de la función de la célula del 
parénquima presuntamente alterada. En nuestro modelo equivaldría a administrarlas 
instantes antes de la reperfusión. De hecho, las pruebas previas realizadas con pautas de 
administración en las que la superóxido dismutasa se suministró inmediatamente antes y 
durante los primeros momentos de la reperfusión, son menos efectivas que aquellas en 
las que la administración se inició antes, y dentro de estas últimas, se obtuvo un mejor 
resultado cuanto antes se hizo (datos no mostrados). 
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Otro aspecto a tener en cuenta a la hora de decidir el tipo de administración es la vida 
media tan corta de la superóxido dismutasa (6-8 minutos), la cual se elimina rápidamente 
por el riñón, y de la catalasa (20-23 minutos), tras la administración intravenosa de 
ambas568,569,574. Esto ha motivado que se hayan utilizado diferentes estrategias para 
alargarla575, tales como ligar los pedículos renales para evitar su 
eliminación46,142,275,312,316,573; incrementar su peso molecular uniéndolas a moléculas 
como el polietilenglicol356,576, a la albúmina143,577, etc. (lo que adicionalmente las hace 
más eficientes por diversas consideraciones discutidas por Beckman y cols.576, y Wong y 
cols.577); administrarla en liposomas354,572,574,578,579, lo que en éste último caso además 
facilitará el acceso al interior de las células580, pero tiene el inconveniente de que el 
inicio de su acción es lento579. 

Por todo ello y, además, propiciar la llegada de ambos enzimas al espacio 
intersticial571,573 e intracelular566,567 y evitar el inconveniente de sus vidas media 
plasmática tan cortas, se decidió finalmente administrarlas en perfusión continua por vía 
intravenosa 60 minutos antes de la isquemia (o lo que es lo mismo 120 minutos antes de 
la reperfusión) hasta el minuto 5 de la reperfusión. Como se ha comentado previamente, 
las pautas de administración utilizadas en las que se perfunde superóxido dismutasa o 
catalasa durante un mayor periodo de tiempo antes de la reperfusión (está en 
consonancia con el trabajo de Omar y McCord571), fueron las más efectivas por haber 
dado a los fármacos la posibilidad de alcanzar una concentración terapéutica en el 
líquido intersticial, y quizás en el espacio intracelular, lo cual también está en sintonía 
con las observaciones de Horie y cols.395, que indican que una elevada actividad 
superóxido dismutasa intracelular (unas tres veces mayor) es más efectiva, protegiendo 
de los efectos perniciosos de la isquemia/reperfusión, que un incremento agudo de dicha 
actividad en el espacio extracelular. 

En modelos de anoxia/reoxigenación in vitro también hay datos contradictorios, Lum y 
cols.117 observan mayor efectividad cuando ambos enzimas se administran durante todo 
el periodo anóxico, mientras que Ratych y cols.384 indican que encuentran la misma 
efectividad cuando administran ambos enzimas en combinación durante todo el periodo 
anóxico, o justo antes de la reoxigenación. 

Muchos estudios que han aparecido en la literatura utilizan protocolos de administración 
con una única dosis, que además suele ser muy alta. Como se ha comentado, en el 
presente trabajo se probaron diversas pautas y dosis (resultados no mostrados), 
indicando que el efecto de la superóxido dismutasa en la lesión por reperfusión es 
variable, y depende de la dosis y de la pauta de administración. Esto también ha sido 
observado por Bernier y cols.116. Estamos de acuerdo con He y cols.356 y Nelson y 
cols.67, que el rango de la dosis efectiva de la superóxido dismutasa es bastante estrecho 
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y que además la curva dosis respuesta muestra una forma de campana. Este efecto 
también ha sido comprobado in vitro por Lum y cols.117. 

Una explicación sobre los efectos potencialmente nocivos de la excesiva cantidad de 
superóxido dismutasa fue supuesta por Omar y cols.68 y confirmada por Nelson y cols.67. 
El radical superóxido puede actuar tanto como iniciador de la peroxidación lipídica 
(indirectamente, por la liberación y/o reducción de hierro133-135), como finalizador de la 
misma, de manera que la captación excesiva de esta especie reactiva del oxígeno por 
altas concentraciones de superóxido dismutasa, puede incrementarla. McCord recuerda 
en un trabajo de revisión81, además de lo anterior, que el radical superóxido parece tener 
tareas importantes en otros aspectos del metabolismo celular normal como participar en 
la comunicación como transmisor de señales, y como una molécula que puede afectar la 
concentración de óxido nítrico, otro radical libre con un importante papel regulador en el 
mantenimiento de la homeostasis. 

Por tanto, la excesiva producción de radical superóxido es mala, pero la completa 
eliminación puede ser peor. Esto subraya la importancia del equilibrio entre oxidantes y 
antioxidantes. 

Otro efecto potencialmente nocivo que también se ha implicado como causa de los 
efectos perniciosos de la excesiva cantidad de superóxido dismutasa, es una mayor 
producción de peróxido de hidrógeno (reacción 25, página 28). El cual por un lado 
puede inhibir la Cu,Zn-SOD reduciendo el Cu++ a Cu+ (ref. 119); y por otro ser precursor 
del muy tóxico radical hidroxilo (reacción 7, página 8)32-34. Si hay grandes cantidades de 
Fe2+ se puede producir mayor cantidad de radical hidroxilo. La hidroxilación podría 
inhibirse eliminando el peróxido de hidrógeno. Sin embargo, la superóxido dismutasa no 
la inhibiría, ya que ésta al catalizar la dismutación del radical superóxido principalmente 
incrementa el suministro de peróxido de hidrógeno, necesario para la reacción de 
Fenton. No obstante, los resultados de Omar y McCord581 muestran que es improbable 
que el peróxido de hidrógeno sea la causa de la exacerbación de la lesión observada tras 
administrar altas dosis de superóxido dismutasa. 

A diferencia de la Mn-SOD, la Cu,Zn-SOD puede generar radical hidroxilo115 desde 
peróxido de hidrógeno, a pesar de la baja afinidad del enzima por éste a pH fisiológico, 
lo cual podría explicar, al menos en parte, el daño biológico asociado con una actividad 
elevada de éste enzima. 

Además, se ha descrito una débil e inespecífica actividad peroxidasa de la  Cu,Zn-SOD113, 
que puede tener efectos perniciosos para las células por catalizar la formación de 
radicales libres usando eliminadores aniónicos y peróxido de hidrógeno como 
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substratos114. Omar y McCord581 muestran que la pérdida de protección a altas dosis de 
Cu,Zn-SOD es improbable que sólo sea debida a la actividad peroxidasa del enzima. 

La curva dosis respuesta de la superóxido dismutasa en forma de campana argumenta 
que para unas determinadas condiciones hay una única concentración protectora óptima 
de superóxido dismutasa. Todas estas consideraciones permiten hacer hincapié en la 
mencionada variabilidad de los resultados de la multitud de tratamientos llevados a cabo 
con superóxido dismutasa en numerosos trabajos. Los modelos experimentales 
utilizados, al ser en muchos casos diferentes, con la consiguiente producción de radical 
superóxido también distinta (velocidad, cantidad), difícilmente pueden justificar, como 
se ha hecho en múltiples estudios publicados, una única dosis estándar de superóxido 
dismutasa, generalmente bastante grande. 

Otro factor a tener en cuenta para interpretar los diferentes efectos de la superóxido 
dismutasa dentro de la literatura, pueden ser las distintas preparaciones de la misma, con 
purezas, actividades enzimáticas y propiedades químicas variables579. 

Lo mismo que con la superóxido dismutasa, una gran cantidad de estudios utilizan un 
protocolo de administración de catalasa que generalmente es una administración única. 
En el presente trabajo se probaron diferentes pautas de administración y dosis 
(resultados no mostrados). Apuntar que, al igual que Bernier y cols.116, también 
observamos que la administración de catalasa presenta un efecto dosis dependiente, una 
dosis/respuesta relativamente lineal. 

Nuestros resultados indican que el efecto de la catalasa en la lesión por reperfusión es 
variable, y aunque es poco efectiva, depende de la dosis y de la pauta de administración. 

El efecto de la superóxido dismutasa y la catalasa también se controló mediante un 
grupo de animales a los que se le somete a isquemia/reperfusión, y se les administra 
suero salino 0,9 % desde 60 minutos antes de la isquemia hasta el minuto 5 de la 
reperfusión. No se produce una mejora respecto al grupo de referencia de 
isquemia/reperfusión (resultados no mostrados). 

Análisis de los resultados del tratamiento con SOD 

Los resultados del presente trabajo muestran que el tratamiento con superóxido 
dismutasa proporciona una protección significativa de la lesión por reperfusión en los 
modelos de I/R física e I/R farmacológica, valorándolo tanto como una menor 
permeabilidad de la mucosa intestinal al azul de Evans, como una menor liberación de 
LDH intracelular (lesión tisular) (gráficas 5 a 8, páginas 125 a 131; tablas 19, 20, 29 y 
30 en anexo IV). 
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El tratamiento con superóxido dismutasa, en ambos modelos experimentales, reduce de 
manera muy significativa los niveles de LDH (lesión celular) en toda la reperfusión. La 
permeabilidad vascular y mucosa al azul de Evans se reduce significativamente hasta el 
minuto 12 de la reperfusión, lo que implica al radical superóxido como mediador de la 
lesión en los primeros minutos de la reperfusión, lo cual está en sintonía con que las 
especies reactivas del oxígeno son un factor principal en los cambios de permeabilidad 
vascular y mucosa asociados con la isquemia intestinal46,48,117. 

El tratamiento con superóxido dismutasa (perfusión por vía intravenosa continua de 
1.000 U · kg-1 · hora-1, desde 60 minutos antes de provocar la isquemia hasta el minuto 5 
de la reperfusión) en los modelos experimentales de I/R física e I/R farmacológica, no 
proporcionan una completa protección contra la lesión (gráficas 5 a 8, tablas 19, 20, 29 y 
30). Además, ésta puede estar mediada por otras especies reactivas del oxígeno 
diferentes al radical superóxido, otros factores; y/o que la pauta de administración y la 
dosis no se haya ajustado lo suficiente, y no se alcancen concentraciones suficientes en 
el lugar requerido; y que parte de la lesión observada durante la reperfusión se debe 
considerar corresponde al periodo de isquemia. 

Basándonos en nuestros resultados, se puede concluir que la superóxido dismutasa al 
eliminar el radical superóxido generado durante la isquemia y fundamentalmente durante 
la reperfusión, protege en la misma proporción en los dos modelos de 
isquemia/reperfusión utilizados en este trabajo (gráficas 15 y 16, página 140). 

Adicionales efectos beneficiosos de la superóxido dismutasa son: al eliminar el exceso 
de radical superóxido evita el que éste pueda movilizar el hierro almacenado en la 
ferritina133,134; otro puede deberse a la capacidad para estabilizar las membranas 
celulares incluida la de los leucocitos569. 

Otro aspecto beneficioso a considerar es el sinergismo entre la superóxido dismutasa y el 
óxido nítrico. En situaciones en las que se produce excesiva cantidad de radical 
superóxido, la reacción entre ambos da como resultado la formación de anión 
peroxinitrito37,69,213,214 y especies reactivas derivadas del mismo37,69,70,228. Durante la 
reperfusión del intestino isquémico la superóxido dismutasa elimina el exceso de 
superóxido, ocasionando que el óxido nítrico pueda predominar sobre aquel. Cuando hay 
2 o 3 veces más óxido nítrico que radical superóxido, el primero actúa como un 
mecanismo de defensa antioxidante aboliendo las acciones del peroxinitrito y de las 
especies reactivas derivadas del mismo226. El radical superóxido, además de producir 
peroxinitrito al interaccionar con el óxido nítrico, provocará alteraciones derivadas de la 
destrucción de este último. 
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Apuntar además que, la Cu,Zn-SOD prolonga los efectos del óxido nítrico, 
principalmente por catalizar la dismutación del radical superóxido, aunque se la ha 
implicado en un segundo mecanismo independiente del anterior. La administración de 
superóxido dismutasa aparentemente mejora la generación de óxido nítrico desde la 
L-arginina sin afectar la producción de L-citrulina, por lo que incrementaría la 
generación de óxido nítrico promoviendo la oxidación de una especie intermedia como 
el nitroxilo178,215,216. 

Análisis de los resultados del tratamiento con catalasa 

Aunque se advierte que el tratamiento con catalasa en el modelo de I/R física tiende a 
producir protección de la lesión por reperfusión al valorar los niveles de LDH, ésta sólo 
es significativa en diferentes momentos de este periodo. Igualmente, al evaluar la 
permeabilidad vascular y mucosa, medida por la densidad óptica de azul de Evans en el 
líquido de perfusión intestinal, ésta sólo disminuye de manera significativa durante los 
primeros 4 minutos de la reperfusión respecto al grupo de referencia I/R física. Esto 
indica que la catalasa, la cual actúa sobre todo cuando las concentraciones de peróxido 
de hidrógeno son altas28, prevendría en mayor o menor medida la toxicidad mediada por 
éste, y la formación de radical hidroxilo435. Y de manera indirecta, ya que el peróxido de 
hidrógeno producido por la xantina oxidasa, a su vez puede promover la reacción de 
Fenton al liberar hierro de la hemoglobina559. 

Con todo, igual que ocurre con el grupo I/R farmacológica tratado con catalasa, el 
grupo I/R física tratado con catalasa globalmente no muestran diferencias 
estadísticamente significativas respecto a sus grupos de referencia, en ninguno de los 
parámetros estudiados. 

El que la catalasa no haya producido una disminución en los niveles de LDH y azul de 
Evans, como lo ha hecho el alopurinol o la superóxido dismutasa, puede deberse a que 
por un lado el peróxido de hidrógeno es poco reactivo y oxida lentamente, y por otro, 
cuando se empieza a producir, el radical superóxido, que es la primera especie reactiva 
del oxígeno que se origina, ya ha tenido tiempo de efectuar su acción dañina. También 
es lógico pensar que al contrario de lo que pueda suceder in vitro, donde casi todo el 
radical superóxido puede dismutar a peróxido de hidrógeno con pocas o ninguna 
“interferencia”, en un modelo in vivo el radical superóxido que haya reaccionado con 
otros componentes no podrá dismutar a peróxido de hidrógeno. De lo expuesto se podría 
deducir que la contribución de éste último en la lesión por isquemia/reperfusión no es 
tan relevante como la de otros factores en modelos in vivo, lo cual está de acuerdo con 
Parks y cols.437, quienes sugieren que el radical superóxido, u otro radical secundario a 
éste, y no el H2O2, es el responsable del incremento de la permeabilidad vascular 
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asociada con la isquemia intestinal. No obstante, en el modelo in vitro de Lum y cols.117 
proponen que el peróxido de hidrógeno y/o los oxidantes derivados del mismo están 
implicados en las alteraciones provocadas por la anoxia/reoxigenación porque la catalasa 
a altas concentraciones actúan protegiendo al endotelio. 

Otro factor posible, aunque en nuestro caso es poco probable dado que se ha utilizado 
una dosis “máxima” de catalasa, es el apuntado por Kono y Fridovich118, que muestran 
como el radical superóxido puede inhibir la acción de la catalasa al transformarla a 
formas relativamente inactivas. 

El tratamiento con catalasa (perfusión por vía intravenosa continua de 200.000 U · kg-1 · hora-1, 
desde 60 minutos antes de provocar la isquemia hasta el minuto 5 de la reperfusión) en 
los modelos experimentales de I/R física e I/R farmacológica, globalmente no 
proporcionan protección contra la lesión (gráficas 5 a 8, páginas 125 a 131 tablas 21, 22, 
31 y 32 en anexo IV). Como se ha comentado, la catalasa actúa sobre todo cuando la 
concentración de peróxido de hidrógeno es alta, situación que es más probable se de en 
el modelo de I/R física (de ahí que las diferencias cuantitativamente hablando sean más 
relevantes en este modelo) por provocar una isquemia más severa. Y que este peróxido 
de hidrógeno derive directamente de la xantina oxidasa435 más que de la dismutación del 
radical superóxido el cual, lo más probable, antes de dismutar reaccione con las dianas 
biológicas provocando la lesión. Apoya esta posibilidad el hecho que el tratamiento con 
superóxido dismutasa sea muy efectivo (gráficas 5 a 8, tablas 19, 20, 29 y 30 en anexo 
IV). 

Basándonos en nuestros resultados podemos decir que el tratamiento con catalasa no 
muestra diferencias estadísticamente significativas en los dos modelos utilizados en el 
presente trabajo (gráficas 17 y 18, página 141). 

Por ello, todo y que la contribución del peróxido de hidrógeno directamente en la lesión 
por reperfusión no sea muy relevante, justificaría un tratamiento con catalasa de cara a 
disminuir el daño que se produce en los primeros minutos de la reperfusión, mediado por 
él mismo o por el radical hidroxilo que se pudiera formar. Aunque basándonos en los 
razonamientos expuestos anteriormente, a este tratamiento se le debería añadir 
superóxido dismutasa, evitando de ese modo la lesión atribuida al radical superóxido, 
que se producirá necesariamente si la catalasa se administra sola. 

El hecho de observar que los tratamientos con alopurinol, superóxido dismutasa o 
catalasa, son proporcionalmente más efectivos durante los primeros minutos de la 
reperfusión, en ambos modelos experimentales, está de acuerdo con que las especies 
reactivas del oxígeno se producen de manera masiva en esos momentos. 
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Tratamientos con NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) y L-arginina

La cuantificación del óxido nítrico formado in vivo es difícil, ya que se forma en 
pequeñas cantidades (en plasma normalmente, 3 nM252) y se destruye rápidamente por 
su interacción con el oxígeno o especies reactivas derivadas del mismo, entre otros. 
Aunque sí puede medirse de una manera directa en el tejido intestinal mediante 
resonancia paramagnética electrónica321, lo habitual es que se determine indirectamente 
mediante quimioluminiscencia, valoración de metabolitos estables como el nitrato y el 
nitrito, etc.370,582-585. También se ha utilizado frecuentemente la inhibición de la NO 
sintasa, como método indirecto para implicar al óxido nítrico en un determinado 
proceso149,165,170,195. 

La estrategia más usada para inhibir la síntesis de óxido nítrico es el empleo de análogos 
estructurales de la L-arginina, que actúan como inhibidores competitivos de la NO 
sintasa, los cuales han sido esenciales para evaluar la contribución de este autacoide en 
los procesos fisiológicos y patológicos. Griffith y Stuehr180, sin embargo, advierten del 
riesgo de malas interpretaciones con el uso del L-NAME y demás análogos estructurales 
de la L-arginina debido a que la extensión de la inhibición es difícil de establecer en 
sistemas complejos. Ninguno de los inhibidores de la NO sintasa probablemente sea un 
inhibidor completamente específico o resistente al metabolismo de otros productos 
biológicamente activos (el L-NAME y otros ésteres de la L-arginina además son 
antagonistas del receptor muscarínico). 

Las NO sintasas constitutivas (fundamentalmente la eNOS324) producen una liberación 
continua de óxido nítrico en las células endoteliales, músculo liso y nervios entéricos. El 
L-NAME tiene una gran capacidad para inhibirlas, y aunque notable, es algo menor en el 
caso de la NO sintasa inducible.  

Se sabe que durante los procesos inflamatorios agudos la estimulación del enzima iNOS 
producirá grandes cantidades de óxido nítrico. En tal caso, en la reperfusión junto con la 
producción de radical superóxido derivado de la xantina oxidasa, puede dar lugar a 
peroxinitrito y demás oxidantes derivados del mismo con el consiguiente efecto 
deletéreo69,224,380, aunque el peroxinitrito a concentraciones nanomolares no es capaz de 
dañar la célula endotelial, y sí tener un efecto protector en la lesión por reperfusión al 
inhibir la expresión de P-selectina y la consiguiente interacción leucocito � célula 
endotelial236. Sin embargo, lo más probable es que en los modelos experimentales de I/R
física e I/R farmacológica que aquí se presentan (donde se valoran sólo los 30 primeros 
minutos de reperfusión) la iNOS no tenga una función relevante, ya que necesita 2 o 4 
horas para ser inducida186,188, y porque en modelos experimentales semejantes los 
glucocorticoides, que inhiben la forma inducible pero no la constitutiva de NO 
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sintasa151,170,186, no alteran el incremento en la permeabilidad capilar que se observa en 
los 30 primeros minutos de reperfusión del intestino isquémico46. Takada y cols.225 en su 
modelo de isquemia/reperfusión in vivo implican al óxido nítrico producido por la iNOS 
en la lesión por reperfusión, pero observan que el incremento en la producción empiezan 
a partir de los 30 minutos de reperfusión. Sin embargo, Cuzzocrea y cols.190 muestran la 
presencia de peroxinitrito a los 60 minutos de reperfusión del intestino aun con una 
menor expresión de las NOS constitutivas y una ausencia total de iNOS. 

La administración de L-NAME al inhibir de manera competitiva la NO sintasa 
endotelial195 y de la mucosa intestinal189, promueve la adherencia y emigración de los 
leucocitos en las vénulas postcapilares202-204, e incrementa la permeabilidad 
microvascular203,204,206,207 y de la mucosa intestinal205,208. Sucesos que se observan en la 
isquemia/reperfusión y se agravan con la inhibición de la NO sintasa, tanto en el 
primer248, como en el segundo248,484 y tercer484,485 evento. Sin embargo, con el D-NAME 
no se observa ningún efecto202,206,208,209. Las fuentes exógenas de óxido nítrico, a su vez, 
tienen un efecto beneficioso en el periodo inicial de la reperfusión que sigue a la 
isquemia248,322,483-487. 

Por tanto, una menor cantidad de óxido nítrico durante la isquemia/reperfusión321 está de 
acuerdo con la acción protectora del mismo durante este proceso. 

Todo ello está en sintonía con nuestros resultados. En el presente trabajo, la inhibición 
de la NO sintasa por el L-NAME provoca una exacerbación del aclaramiento de azul de 
Evans, y un agravamiento de la lesión epitelial medido por la LDH en la reperfusión 
(gráficas 9 a 12, páginas 132 a 136; tablas 23, 24, 33 y 34 en anexo IV). La 
administración de L-arginina tiende al efecto contrario sobre la lesión por reperfusión, 
actuando como citoprotector (gráficas 9 a 12; tablas 25, 26, 35 y 36 en anexo IV). 

Consideraciones sobre la pauta de administración del L -NAME y L-arginina 

Tras una pocas pruebas el L-NAME se administró por vía intravenosa en perfusión 
continua de 15 mg · kg-1 · hora-1, desde el minuto 45 de isquemia hasta el minuto 30 de 
la reperfusión (total 45 minutos). 

Kubes205,208 demuestra que el efecto del L-NAME en el aclaramiento de moléculas desde 
la sangre a la luz intestinal depende del tiempo de infusión intravenosa. Los valores de 
aclaramiento incrementan significativamente tras 10-20 minutos de infusión. En el 
presente trabajo se administra 15 minutos antes de la reperfusión, lo cual ya está de 
acuerdo con estos trabajos, si lo que se pretende es el observar el efecto al inicio de la 
reperfusión. 
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Igualmente, tras una pocas pruebas la L-arginina se administró por vía intravenosa en 
perfusión continua de 300 mg · kg-1 · hora-1, desde el minuto 45 de isquemia hasta el 
minuto 30 de la reperfusión (total 45 minutos). 

La dosis de L-arginina es 20 veces mayor que la de L-NAME. Se ha probado que 5 veces 
es necesaria para revertir los efectos del L-NAME147,202,206,208. En el modelo de 
isquemia/reperfusión de Kubes484 donde dan ambas sustancias a la vez a los 60 minutos 
de reperfusión, también emplean la misma proporción. Aunque en el presente estudio la 
L-arginina no se administra junto con el L-NAME, posiblemente hubiera sido suficiente 
una dosis menor. O no, ya que se valora su efecto en los 30 primeros minutos de la 
reperfusión, y es precisamente en los primeros minutos cuando la producción de óxido 
nítrico es menor. En cualquier caso, a pesar de que se ha sugerido que la 
sobreproducción de óxido nítrico en el intestino delgado es citotóxica ya por sí misma, 
ya en presencia de oxidantes como el radical superóxido por la capacidad de generarse 
peroxinitrito, se ha observado que el óxido nítrico a altas concentraciones, por sí mismo 
no lesiona el tejido intestinal, al no incrementar la permeabilidad microvascular, ni 
alterar la integridad de la barrera mucosa (permeabilidad mucosa), ni deteriorar la 
funcionalidad del intestino delgado (absorción)586. MACAllister y cols528 en su estudio 
más clínico en humanos indican que la arginina, administrada en cantidades suficientes 
para elevar su concentración plasmática alrededor de 20 veces, no altera el tono vascular 
basal o las respuestas locales a los agonistas que dependen del endotelio en sujetos sanos, 
pacientes con hipertensión esencial o pacientes con diabetes insulina dependientes, y no 
baja la presión arterial. En otros trabajos se han utilizado proporciones aun mayores166. 
Además, Daiber y cols.226 informan que, a medida que aumenta la concentración de 
óxido nítrico, la magnitud de la oxidación disminuye. Cuando se genera 2 o 3 veces más 

óxido nítrico que radical superóxido, el óxido nítrico actúa como un mecanismo de 
defensa antioxidante aboliendo las acciones perniciosas del peroxinitrito. Esto sugiere 
que el peroxinitrito formado derivado del óxido nítrico y el radical superóxido en el 
momento de la reperfusión190, está limitado por la relación NO�/O2�

�, cuanto mayor es, 
menor es la capacidad del peroxinitrito para oxidar sustancias biológicas in vivo218. 

Análisis de los resultados de L-NAME 

Los resultados del presente trabajo muestran que el tratamiento con L-NAME 
administrado por vía intravenosa desde 15 minutos antes de la reperfusión, produce un 
deterioro significativo de la lesión y disfunción intestinal asociada con la 
isquemia/reperfusión en los modelos de I/R física e I/R farmacológica, valorándolo tanto 
como una mayor permeabilidad de la mucosa intestinal al azul de Evans, como una 
mayor liberación de LDH intracelular (lesión tisular) (gráficas 9 a 12, páginas 132 a 136; 
tablas 23, 24, 33 y 34 en anexo IV). 
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El tratamiento con L-NAME aumenta de manera significativa, en ambos modelos 
experimentales, los niveles de LDH (lesión celular) en casi toda la reperfusión. A partir 
de los 4 minutos en el grupo de I/R física tratado con L-NAME, y de los 6 minutos en el 
de I/R farmacológica tratado con L-NAME. Este retraso en observar unos incrementos 
significativos en los niveles de LDH, puede fundamentarse, en mayor o menor medida, 
en varios factores. El administrar L-NAME por vía sistémica en los últimos momentos 
de isquemia, desde luego es un inconveniente para que el segmento intestinal objeto de 
estudio haya sido impregnado por el fármaco. Sin embargo, no debe ser muy importante 
cuando en el modelo de I/R física, al valorar la permeabilidad al azul de Evans, como 
veremos a continuación, hay un incremento significativo de colorante en el líquido de 
perfusión desde el primer momento; y los incrementos de LDH, aunque no sean 
estadísticamente significativos respecto al grupo de referencia I/R física, estos ya se 
producen desde el primer momento. El hecho que en el modelo de I/R farmacológica 
estos incrementos se observen con cierto retraso es esperable, dadas las características 
del modelo discutidas en las páginas 159 a 162, esta particularidad, la necesidad de 
conseguir una reperfusión brusca, se ve perjudicada por el hecho de que el L-NAME sea 
un fármaco vasoconstrictor, aunque Das y Kumar166 informan que éste no afecta la 
hiperemia reactiva que se produce tras la oclusión arterial, también hay que mencionar 
que ellos provocan una oclusión de tan solo 60 segundos. Por ello, en cierto modo es 
coherente que no se observen incrementos de LDH, y azul de Evans  (como veremos 
después), sino decrementos durante unos pocos minutos tras la reperfusión, debido a la 
mayor dificultad en producirse la vasodilatación. Otro factor que puede contribuir al 
hecho de no apreciarse un incremento significativo de los dos parámetros que valoramos 
en los primeros momentos de la reperfusión, puede ser que la lesión observada para cada 
uno de los modelos ya sea muy importante (casi la máxima), y por lo tanto difícil de 
superar. Otro factor a tener en cuenta es la poca contribución, sobre la magnitud de la 
lesión, que pueda tener el óxido nítrico en estos primeros momentos, debido tanto a una 
menor producción, como a la destrucción sufrida por el mismo dada la gran cantidad de 
especies reactivas del oxígeno que se producen en estos primeros minutos de la 
reperfusión. Pero en la tendencia a la mejora que se observa en los grupos de referencia 
a partir de esos momentos, sí contribuye de manera significativa el óxido nítrico, como 
demuestra el hecho de la inhibición de su síntesis. 

Todo ello indica que en los picos de LDH observados en los primeros minutos de la 
reperfusión, en los grupos de referencia I/R física e I/R farmacológica, la contribución 
del óxido nítrico no es tan relevante como la que tienen las especies reactivas del 
oxígeno, y que en la tendencia a la mejora que se observa en los grupos de referencia a 
partir de esos momentos sí contribuye de manera significativa el óxido nítrico, como 
demuestra el hecho de la inhibición de su síntesis. 
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La permeabilidad vascular y mucosa aumenta significativamente en la reperfusión en 
ambos modelos experimentales (en el grupo I/R farmacológica tratado con L-NAME a 
partir del minuto 6), lo que implica al óxido nítrico como mediador del mantenimiento 
de la homeostasis durante la reperfusión, lo que está en sintonía con que el óxido nítrico 
es un factor principal en los cambios de permeabilidad vascular y mucosa asociados con 
la isquemia intestinal248,484,485. 

Basándonos en nuestros resultados, se puede concluir que la inhibición de la síntesis de 
óxido nítrico durante la reperfusión agrava en la misma proporción la lesión, si 
valoramos los niveles de LDH, en los dos modelos de isquemia/reperfusión utilizados en 
este trabajo (gráfica 19, página 142). Sin embargo, la inhibición de la síntesis de óxido 
nítrico durante este periodo, aunque la aumenta, produce un comportamiento diferente 
en la permeabilidad de la mucosa intestinal al azul de Evans, entre los modelos de I/R
física e I/R farmacológica (gráfica 20, página 142). Dado que el incremento de la 
permeabilidad de la mucosa ocasionada por la inhibición de la síntesis de óxido nítrico 
no está relacionado con lesión tisular previa208 (lo que no excluye como muestran 
nuestros resultados, que en caso de isquemia/reperfusión ésta sea más relevante), la 
diferencia entre ambos modelos experimentales durante los primeros minutos de 
reperfusión, posiblemente sea debido a las condiciones experimentales. Se ha hecho 
referencia a ellas en las páginas 159 a 162 al hablar de las características del modelo de 
I/R farmacológica. 

Kubes484 observa una mayor permeabilidad microvascular y mucosa, una lesión 
exacerbada evidenciada por denudación de la vellosidad intestinal, marcada reducción 
en la altura de la misma y alguna hemorragia. Esto sugiere que el óxido nítrico que se 
pueda producir durante los primeros minutos de la reperfusión es esencial para intentar 
preservar la integridad de la mucosa intestinal. 

Observamos que el D-NAME, el enantiómero biológicamente inactivo, no incrementa la 
disfunción intestinal con respecto al grupo de isquemia/reperfusión sin tratamiento 
(resultados no mostrados). 

Ya se ha apuntado que el incremento de la permeabilidad de la mucosa ocasionada por la 
inhibición de la síntesis de óxido nítrico, no está relacionada con lesión tisular previa208, 
lo que no excluye como muestran nuestros resultados, que en caso de 
isquemia/reperfusión ésta sea más relevante; y aunque ésta inhibición incrementa la 
adhesión de los leucocitos al endotelio de las vénulas postcapilares202-204,248260, tampoco 
es responsable de la permeabilidad asociada a la inhibición de la síntesis de óxido 
nítrico208, aunque en situaciones de isquemia/reperfusión sí sea relevante su función a 
partir de la hora de reperfusión457. Se ha involucrado a los oxidantes y las proteasas 

 



Discusión m 183

derivadas de los leucocitos, en la disfunción microvascular asociada con diferentes 
modelos inflamatorios48,54,204,296,458. Kubes y Granger206 en su estudio sobre la 
implicación del óxido nítrico en la permeabilidad microvascular muestran que la 
inhibición de su producción por el endotelio vascular produce un incremento reversible 
en la pérdida de proteína intravascular que está mediado por un mecanismo leucocito 
independiente y otro dependiente. La inhibición de la síntesis de óxido nítrico eleva los 
niveles de superóxido, ya que éste no es neutralizado por aquél, y este estrés oxidativo 
independiente de los leucocitos es un prerequisito para el ulterior rodamiento, adhesión y 
emigración de estos260. Un respaldo adicional al mecanismo independiente de los 
leucocitos es la observación que la adherencia de los mismos empieza más o menos a los 
15-25 minutos y alcanza su pico a los 30-40 minutos de la infusión del L-NAME206,320. 
Hayward y Lefer463 en su modelo de isquemia/reperfusión observan que la acumulación 
de los neutrófilos se produce a los 20-30 minutos de reperfusión. Por tanto, esto 
justificaría el hecho que en el presente trabajo no se valore la implicación de los 
leucocitos, al investigar sólo durante los 30 primeros minutos de reperfusión.  

La salida de proteína de los vasos sanguíneos al intersticio y después a la luz intestinal 
debido a inhibición de la síntesis de óxido nítrico, tampoco es debida a una mayor 
presión hidrostática microvascular210. 

Se ha sugerido que el mecanismo por el que el óxido nítrico regula la permeabilidad 
microvascular en el intestino delgado se debe a la activación específica de la guanilato 
ciclasa citosólica que incrementa los niveles de GMPc501. La reducción de GMPc puede 
causar contracción de la célula epitelial incrementando el tamaño de las uniones 
interepiteliales, produciendo una barrera mucosa más “porosa”. Esto se apoya en datos 
que demuestran que el aumento de la permeabilidad epitelial inducida por el L-NAME 
puede inhibirse con un análogo de GMPc in vivo. 

Análisis de los resultados de L-arginina 

Si en verdad el óxido nítrico es esencial para regular la homeostasis de la integridad de 
la barrera mucosa intestinal210, y dado que la producción de éste se encuentra 
marcadamente reducida desde los primeros momentos de la reperfusión190,248,320,322, 
entonces la alteración ocasionada por ésta podría minimizarse por la continua 
producción de óxido nítrico endógeno, o por la administración de sustancias productoras 
de óxido nítrico. Esto puede alcanzarse de varias maneras: incluyendo el uso de 
compuestos que donen óxido nítrico o la administración directa del mismo, con lo que se 
estimula a los receptores vinculados a la vía L-arginina/óxido nítrico, y se aumenta la 
acción del óxido nítrico endógeno, o proporcionando sustrato adicional para su 
síntesis170. 
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Los donadores de óxido nítrico mejoran el flujo sanguíneo, reducen la adhesión de los 
neutrófilos, actúan como antioxidantes, deprimen la actividad de los mastocitos y 
reducen la trombosis, por todo ello estas sustancias actúan como potentes agentes 
antiinflamatorios210. 

La producción de óxido nítrico disminuye en la hipoxia. La reoxigenación puede 
estimular la síntesis del mismo al proporcionar el oxígeno necesario para producirlo, ya 
que el mensajero intracelular, Ca++ y demás substratos (L-arginina y NADPH), ya 
estarían disponibles durante la isquemia. Sin embargo se observa, tanto en el modelo de 
I/R física como I/R farmacológica sin tratamiento (gráficas 3 y 4, páginas 121 y 122; 
tabla 4, del anexo I; y tablas 13 a 16 en anexo III), que ésta es claramente insuficiente 
para que tenga un efecto protector, si se considera, como se ha argumentado 
previamente, que el óxido nítrico producido durante la reperfusión es esencial para 
intentar preservar la integridad de la mucosa intestinal. 

Los resultados del presente trabajo muestran que la administración intravenosa de 
L-arginina desde 15 minutos antes de la reperfusión, la cual actúa incrementando la 
síntesis de óxido nítrico, proporciona una protección significativa de la lesión por 
reperfusión en los modelos de I/R física e I/R farmacológica, valorándolo como una 
menor liberación de LDH intracelular (lesión tisular) (gráficas 9 y 11, páginas 132 y 
135; tablas 25 y 35 en anexo IV). Sin embargo la D-arginina, su enantiómero 
biológicamente inactivo173,178,180, no protege de la lesión intestinal comparado con el 
grupo de isquemia/reperfusión sin tratamiento (resultados no mostrados). 

Basándonos en nuestros resultados, se puede concluir que el tratamiento con L-arginina 
durante la reperfusión protege en la misma proporción la lesión, si valoramos los niveles 
de LDH, en los dos modelos de isquemia/reperfusión utilizados en este trabajo (gráficas 
21, página 143). 

Sin embargo, al igual que ocurría con los grupos tratados con L-NAME, el tratamiento 
con L-arginina, perfusión intravenosa continua de 300 mg · kg-1 · hora-1 desde el minuto 
45 de isquemia hasta el minuto 30 de la reperfusión, también actúa de manera diferente 
entre los grupos tratados con ésta y sus respectivos grupos de referencia sin tratamiento, 
respecto al aclaramiento de azul de Evans: durante el periodo de reperfusión (gráficas 10 
y 12, páginas 133 y 136; tablas 26 y 36 en anexo IV). 

Los resultados del trabajo muestran que el tratamiento con L-arginina en el modelo de 
I/R física, sólo durante los primeros dos minutos de reperfusión, reduce de manera 
significativa el aclaramiento de azul de Evans respecto al grupo de referencia I/R física 
sin tratamiento, todo y que la tendencia es ésta durante unos pocos minutos más. Al 
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valorarlo de manera global, el grupo I/R física tratado con L-arginina no proporciona 
una disminución significativa de la permeabilidad mucosa al azul de Evans durante la 
reperfusión respecto al grupo de referencia sin tratamiento. 

El tratamiento con L-arginina en el modelo de I/R farmacológica, por el contrario, sí 
reduce significativamente el aclaramiento de azul de Evans durante la reperfusión. 

A pesar de este comportamiento aparentemente tan diferente entre el grupo I/R física
tratado con L-arginina e I/R farmacológica tratado con L-arginina, al comparar las 
diferencias obtenidas entre ambos grupos y sus grupos de referencia sin tratamiento, 
estandarizadas en tanto por ciento (gráficas 22, página 143), no podemos concluir que 
dicho comportamiento sea diferente. 

Ya se ha comentado que, en condiciones normales, la mayor permeabilidad de la mucosa 
intestinal provocada por una menor concentración de óxido nítrico, no está relacionada 
con una lesión tisular previa. Sin embargo, cuanto mayor es la lesión isquémica previa a 
la reperfusión, mayor es el aclaramiento de azul de Evans en el líquido de perfusión 
intestinal, ante una menor presencia de óxido nítrico en el tejido (gráficas 9 a 12, 
páginas 132 y 136; tablas 23, 24, 33 y 34 en anexo IV). El observar que el tratamiento 
con L-arginina produce una disminución estadísticamente significativa de la 
permeabilidad mucosa en el modelo de I/R farmacológica y no en el de I/R física, 
muestra por un lado lo comentado anteriormente respecto a la severidad del periodo 
isquémico, y por consiguiente que posiblemente la pauta y dosis de L-arginina en el 
modelo experimental de I/R física sean insuficientes para generar bastante óxido nítrico 
que se libre de la destrucción, al interaccionar éste con la gran cantidad de especies 
reactivas del oxígeno y productos liberados tras la lesión tisular durante la reperfusión. 

Quizás se deba considerar la pauta de administración de la L-arginina utilizada de cara a 
obtener una mayor protección con la administración de la misma. Ward y cols.531 
observan una menor pérdida de azul de Evans a través de la mucosa intestinal cuando la 
L-arginina se administra antes de la isquemia y no durante la reperfusión. 

Consideraciones sobre los resultados de los tratamientos con L -NAME y L-arginina 

El radical superóxido producido en grandes cantidades bajo ciertas estados 
inflamatorios, incluyendo la isquemia/reperfusión del intestino, inactiva al óxido nítrico. 
Por lo que es muy probable que, aparte de la lesión producida por la acción directa de las 
especies reactivas del oxígeno, en ella también contribuya por un lado la merma de 
óxido nítrico al reaccionar con el radical superóxido, y por otro la acción de los 
productos derivados de la mencionada reacción69,224,380. Esta situación como se observa 

 



m  Discusión186 

en las gráficas 9 a 12, se agrava con la administración de L-NAME al disminuir aun más 
la cantidad de óxido nítrico en el tejido durante la reperfusión, insuficiente para llevar a 
cabo su función reguladora210 y permitiendo una acumulación mayor de radical 
superóxido y por tanto de especies reactivas derivadas del mismo, las cuales pueden 
ocasionar directamente la lesión. A la inversa, de manera global se observa una menor 
lesión durante la reperfusión, gráficas 9 a 12, al administrar L-arginina que proporciona 
óxido nítrico al tejido regulando la homeostasis de la barrera intestinal210, pudiendo 
actuar como antioxidante y captar el radical superóxido, evitando a su vez la lesión 
provocada por éste y las especies reactivas derivadas del mismo. 

Gaboury y cols.258 muestra que la capacidad antioxidante del plasma en la rata aumentó 
más del doble tras la administración de donadores de óxido nítrico a concentraciones que 
previenen la lesión mucosa inducida por la reperfusión. 

El hecho que el tratamiento con L-arginina cause, en ambos modelos experimentales 
(I/R física e I/R farmacológica), una protección de la lesión por reperfusión (valorado 
por los niveles de LDH) similar al tratamiento con superóxido dismutasa (tablas 19, 25, 
29 y 35 en anexo IV) está de acuerdo con el concepto de que las acciones beneficiosas 
de la superóxido dismutasa son debidas, al menos en parte, a su capacidad para prevenir 
la inactivación del óxido nítrico, y a la capacidad que tiene de intensificar su producción 
por un mecanismo independiente del mismo178. Y viceversa, el beneficio alcanzado con 
la L-arginina se debe a la potencial actividad antioxidante del óxido nítrico que captaría 
el radical superóxido155. 

El efecto beneficioso de la L-arginina sobre la lesión mucosa del intestino postisquémico 
no se debe a una mejoría en la perfusión, ya que esta no influye sobre las posibles 
alteraciones del flujo sanguíneo intestinal485. 

Uno de los mecanismos que pueden contribuir a la acción benéfica de la L-arginina en la 
reperfusión es la de revertir los efectos perniciosos de una mayor concentración del 
inhibidor endógeno de la NO sintasa, el  L-DMA (NG,NG’-dimetil-L-arginina)209. Éste es 
producido por el endotelio vascular y es capaz de producir una respuesta inflamatoria 
(adhesión y emigración de los leucocitos, agregación plaquetoleucocitaria, degranulación 
de los mastocitos, e incremento de la permeabilidad capilar a la albúmina). 

Aparte de la producción de óxido nítrico, la L-arginina puede explicar su efecto 
beneficioso por ser un precursor de poliaminas, a las cuales se ha implicado en el 
proceso reparador tras la isquemia intestinal486. 
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Otro efecto beneficioso de aumentar los niveles de óxido nítrico, es que éste puede 
reaccionar con un grupo tiol del centro reducido molibdeno de la xantina oxidasa y 
xantina deshidrogenasa inactivando a ambos enzimas417. 

El L-NAME a altas concentraciones (mM) puede actuar como eliminador de radicales 
libres. Rehman y cols.587 muestran en un estudio in vitro como el L-NAME puede 
captar radical hidroxilo y lo hace más rápidamente que el manitol. Sin embargo, 
también observan que el D-NAME tiene el mismo comportamiento. Por otro lado, 
tanto la L-arginina (que además antagoniza la acción del L-NAME) como la D-arginina, 
también captan el radical hidroxilo con una efectividad comparable al manitol (en todos 
los casos utilizan concentraciones que van desde los 100 a los 1000 μM). Lass y cols.588 
en un estudio en baño de órgano aislado concluyen que la acción eliminadora de 
especies reactivas del oxígeno no puede excluirse del efecto protector de la L-arginina 
(utilizan concentraciones que van desde 0,1 a lo 10000 μM), además del posible 
incremento en la concentración de óxido nítrico, al objetivar una evidente capacidad 
eliminadora concentración dependiente, pero que sólo consigue ser estadísticamente 
significativa a concentraciones 1000 μM. Sin embargo, Adams y cols.589 en su estudio 
sobre la capacidad antioxidante de la L-arginina no observan cambios en los niveles de 
peróxidos lipídicos tras la administración aguda del mencionado aminoácido in vivo, 
sólo observan un efecto antioxidante débil y no específico in vitro, sugiriendo que su 
principal beneficio en la cardioprotección es debido a otros mecanismos como la 
producción del óxido nítrico (en este estudio utilizan concentraciones de 100 μM, con 
las que es suficiente reducir la adhesión de los leucocitos a la célula endotelial). 

Sea como fuere, en el presente trabajo se ha controlado el efecto del L-NAME con 
D-NAME, y el efecto de la L-arginina con D-arginina, y aunque se ha opinado que los 
enantiómeros D no son útiles para controlar el efecto de los L por ser igual de efectivos 
como eliminadores de especies reactivas del oxígeno588, en nuestro modelo no presentan 
tal efectividad (seguramente las concentraciones alcanzadas son muy inferiores a las de 
los modelos in vitro) por lo que se puede opinar que es muy improbable que los efectos 
observados sean debidos a la capacidad de estas sustancias para captar especies reactivas 
del oxígeno. 

Haklar y cols.370 observan en su modelo in vivo de isquemia/reperfusión un efecto 
protector de la D-arginina, aunque no tanto como la L-arginina, y lo atribuyen a la 
capacidad de la primera para eliminar radical superóxido. Sin embargo, al D-NAME no 
le observan esta capacidad. 

Los efectos de la isquemia/reperfusión en los modelos I/R física e I/R farmacológica se 
intensifican con la administración de L-NAME, pero no con la de D-NAME (resultados 
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no mostrados). Por el contrario se atenúan con la administración de L-arginina, pero no 
con la de D-arginina (resultados no mostrados). Estos datos, aunque indirectos, apoyan la 
opinión que el óxido nítrico endógeno es un importante factor en limitar la lesión tras la 
reperfusión del intestino delgado previamente isquémico, lo cual está sintonía con otros 
trabajos484. 

Consideraciones finales 

Con el presente modelo experimental se encuentra beneficio en la profilaxis y 
tratamiento a corto plazo, aunque se deberían ensayar pautas de administración a largo 
plazo en modelos equiparables para que pudiese decirse que son clínicamente eficaces. 

Los tratamientos utilizados son evidencias indirectas de la implicación de las especies 
reactivas del oxígeno y del óxido nítrico en la lesión por isquemia/reperfusión del 
intestino delgado de rata, tanto si ésta se provoca mediante un procedimiento físico o 
farmacológico. El grado en que se deben considerar definitivos, es proporcional a la 
especificidad de los fármacos utilizados. La superóxido dismutasa y la catalasa son muy 
específicos en eliminar el radical superóxido y el peróxido de hidrógeno 
respectivamente. Por tanto, la inhibición o no de la lesión experimental por uno de estos 
agentes es altamente sugestiva que el proceso patológico está mediado o no, y en que 
grado, por la correspondiente especie reactiva del oxígeno. Asimismo, el alopurinol 
inhibe específicamente la xantina oxidasa (a concentraciones terapéuticas normales), lo 
que apoya un papel central de este enzima en el mencionado proceso. Respecto a la 
especificidad del L-NAME, ya es más discutible. Anteriormente se hizo referencia a la 
advertencia de Griffith y Stuehr180 sobre el riesgo de malas interpretaciones con el uso del 
L-NAME y demás análogos estructurales de la L-arginina, debido a que la extensión de 
la inhibición es difícil de establecer en sistemas complejos; ninguno de los inhibidores 
de la NO sintasa probablemente sea un inhibidor completamente específico o resistente 
al metabolismo de otros productos biológicamente activos (el L-NAME y otros ésteres 
de la L-arginina además son antagonistas del receptor muscarínico). 

Este modelo de isquemia/reperfusión en el intestino delgado de rata no presenta apenas 
dificultades técnicas dada la particular anatomía del órgano, permite la toma de 
múltiples muestras, y además los resultados obtenidos se pueden comparar fácilmente 
con una gran cantidad de resultados disponibles en la literatura científica respecto a este 
proceso patológico. 

Nuestro modelo de isquemia/reperfusión farmacológica es válido, ya que probamos que 
con él se produce una significativa alteración intestinal en la reperfusión tras la 
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isquemia, y que en líneas generales, ésta se previene o agrava de una manera semejante 
y proporcional a cuando se utiliza el modelo de isquemia/reperfusión física. 

El presente modelo de isquemia/reperfusión farmacológica puede ayudar a explicar el 
desarrollo y evolución de patologías que producen vasospasmos intermitentes, 
ocasionando reducciones transitorias en la perfusión vascular, que generan especies 
reactivas del oxígeno mediante un mecanismo de isquemia/reperfusión: infarto de 
miocardio, hemorragia subaracnoidea, fenómeno de Raynaud (pueden producirse 
vasospasmos en diferentes lugares: dedos, coronario, gastrointestinal, genitourinario, ...), 
insuficiencia renal aguda; diversos procesos patológicos como el choque, traumas o 
quemaduras, causan hipoperfusión mesentérica al desviarse la sangre a órganos vitales; 
consumo de cocaína y otras sustancias vasoconstrictoras; así como utilizarse en el 
estudio de intervenciones farmacológicas destinadas a limitar la alteración producida tras 
la isquemia/reperfusión. 

Aunque la lesión isquémica y por reperfusión son fenómenos que se definen bien en los 
laboratorios de investigación, su relevancia en la práctica clínica es más difícil de 
definir. Esto se debe principalmente a la dificultad en diferenciar entre la lesión 
preexistente debida al periodo de isquemia y el daño atribuido al proceso de la 
reperfusión, y las dudas que pueden surgir respecto a la idoneidad y la consiguiente 
extrapolación de los modelos animales a la enfermedad humana. 

Comentar por último la precaución que se debe tener al interpretar el alcance de las 
conclusiones obtenidas y más concretamente al extrapolarlas a humanos. Aunque con 
una alta probabilidad se alcanzarían las mismas, sólo se puede afirmar de manera 
categórica que esto ocurre en nuestra población de ratas Wistar. 

 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusiones 

 

 

 

 

 



m  Conclusiones192 

Conclusiones

1. Al igual que en el modelo de isquemia y reperfusión (I/R) física, la reperfusión 
agrava la lesión isquémica en el modelo I/R farmacológica. 

2. La isquemia de 60 minutos es más severa en I/R física que en I/R farmacológica; y 
la reperfusión, en el grupo I/R farmacológica, además de ser menos severa, la 
máxima alteración tarda un poco más en producirse. 

3. El alopurinol y la superóxido dismutasa previenen en la misma proporción, en los 
dos modelos de isquemia/reperfusión, el incremento en la permeabilidad vascular y 
mucosa, y el daño tisular tras la reperfusión del intestino isquémico. 

4. El tratamiento con catalasa no muestra diferencias estadísticamente significativas 
entre los dos modelos experimentales. 

5. El tratamiento con L-NAME produce un deterioro significativo de la lesión por 
reperfusión en los modelos de I/R física e I/R farmacológica, valorándolo tanto 
como una mayor liberación de LDH intracelular, proporcional en ambos modelos; 
como una mayor permeabilidad de la mucosa intestinal al azul de Evans, aunque 
con un comportamiento diferente en ambos modelos experimentales. 

6. El tratamiento con L-arginina durante la reperfusión, protege en la misma 
proporción la lesión, valorada por los niveles de LDH, en los dos modelos de 
isquemia/reperfusión. En el modelo de I/R física, todo y que la tendencia es reducir 
el aclaramiento de azul de Evans respecto al grupo de referencia I/R física sin 
tratamiento, de manera global no proporciona una disminución estadísticamente 
significativa. En el modelo de I/R farmacológica, por el contrario, sí reduce 
significativamente el aclaramiento de azul de Evans durante la reperfusión. A pesar 
de estas diferencias, no podemos concluir que dicho comportamiento sea diferente. 

7. Los resultados obtenidos confirman la hipótesis formulada y demuestran que 
las especies reactivas derivadas del oxígeno, y el óxido nítrico, están 
implicados en el proceso de isquemia/reperfusión farmacológica. 
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ABREVIATURAS, SIGLAS Y SÍMBOLOS
 
Å Ángstrom 
� Probabilidad del error tipo I 
5-HT 5-hidroxitriptamina, serotonina 
ADN Ácido desoxirribonuclioco 
ADP Adenosindifosfato 
AMP Adenosinmonofosfato 
AMPc Adenosinmonofosfato cíclico 
ATP Adenosintrifosfato 
CoQH2 Forma reducida de la coenzima Q 
COX Ciclooxigenasa 
Cr Creatina 
DE Desviación estándar de la muestra 
DHA Deshidroascorbato 
D-NAME NG-nitro-D-arginina metil éster 
EC-SOD Superóxido dismutasa extracelular 
eNOS NO sintasa endotelial 
ERDON Especies reactivas derivadas del óxido nítrico 
ET Endotelina 
F Distribución F 
FAD Dinucleótido de flavina y adenina 
FADH2 Dinucleótido de flavina y adenina reducido 
FMN Flavín mononucleótido 
G-6-PD Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 
GAPDH Gliceraldehído-3-fosfato dehidrogenasa 
GDP Guanosindifosfato 
GHK:Cu(II) Glicil-L-histidil-L-lisina 
GMPc Guanosinmonofosfato cíclico 
GTP Guanosintrifosfato 
Hb(Fe2+)-NO Ferro nitrosil hemoglobina 
i.p. Intraperitoneal 
i.v. Intravenoso 
I/R Isquemia/reperfusión 
IC 95 % Intervalo de confianza del 95 % 
ICAM-1 Molécula de adhesión intracelular-1 
ICAM-2 Molécula de adhesión intracelular-2 
IMP Inosinmonofosfato 

 



Abreviaciones m 225

iNOS NO sintasa inducible 
LDH Lacticodeshidrogenasa 
L-DMA NG,NG’-dimetil-L-arginina 
L-NAME NG-nitro-L-arginina metil éster 
M Abreviatura de molar 
mtNOS NO sintasa mitocondrial 
NAD+ Nicotinamida adenindinucleótido 
NADH Nicotinamida adenindinucleótido reducido 
NADH-Q Nicotinamida adenindinucleótido reducido ubiqunona oxidoreductasa 
NADPH Nicotinamida adenindinucleótido fosfato reducido 
NMDA N-metil-D-aspartato 
nNOS NO sintasa neuronal 
NOS NO sintasa 
ºC Grados centígrados 
P Probabilidad 
PAF Factor activador de las plaquetas 
pCO2 Presión parcial de dióxido de carbono 
PCr Fosfocreatina 
PGH2 Prostaglandina H2

PGI2 Prostaciclina 
PM Peso molecular 
pO2 Presión parcial de oxígeno 
PPi Pirofosfato 
PRPP 5-fosforibosil-1-pirofosfato 
PSGL-1 Glicoproteína ligando de la P-selectina 
r.p.m. Revoluciones por minuto 
SNO-Hb S-nitrosohemoglobina 
SOD Superóxido dismutasa 
t Distribución t de Student 
TNF
 Factor de necrosis tumoral alfa 
TXA2 Tromboxano A2

VCAM-1 Molécula vascular de adhesión celular-1 

 

NOMENCLATURA QUÍMICA 
 
¹O2 Oxígeno singlete 
�OH Radical hidroxilo o monóxido de hidrógeno 
Cl Símbolo químico del cloro 
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CO3�
� Radical carbonato 

Cu Símbolo químico del cobre 
Fe Símbolo químico del hierro 
H Símbolo químico del hidrógeno 
H2O Agua 
H2O2 Peróxido de hidrógeno 
HCO3

– Bicarbonato 
HNO2 Ácido nitroso 
HO2

� Radical hidroperoxilo o dióxido de hidrógeno 
HOCl Ácido hipocloroso 
Mg Símbolo químico del magnesio 
Mn Símbolo químico del manganeso 
NO– Nitroxilo u oxonitrato(1–) 
NO� Óxido nítrico o monóxido de nitrógeno 
NO+ Nitrosonio o nitrosilo 
NO2

– Nitrito o dioxonitrato(1–) 
NO2

� Dióxido de nitrógeno 
NO2

+ Ion nitronio 
NO3

– Nitrato o trioxonitrato(1–) 
NOx Especies reactivas del óxido nítrico derivadas de su oxidación por el 

oxígeno molecular 
O2 Oxígeno molecular 
O2�

� Radical superóxido o dióxido(1–) 
OH– Ion hidroxilo 
ONOO– Peroxinitrito u oxoperoxonitrato(1–) 
ONOOH Ácido peroxinitroso 
ONOOCO3

– Anión nitrosoperoxocarbonato 
Pi Ortofosfato, fósforo inorgánico 
RNH2 Aminas primarias 
RNHCl N-cloraminas 
RO� Radical alcoxilo 
ROO� Radical peroxilo 
ROONO y 
RONO 

Peroxinitritos orgánicos especies no radicales derivadas del nitrógeno 

Zn Símbolo químico del cinc 

 

 

 


