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Evolucién y células, la vida con oxigeno'®

La vida se origind en la Tierra por una combinacion fortuita entre la atmosfera,
- compuesta por hidrégeno, gas amoniaco, metano y vapor de agua -, con oxigeno no
molecular, altos niveles de radiacidon (ausencia de la capa de ozono), altas temperaturas y
abundantes aguas pluviales, y a través de la formacion e interaccion de compuestos
organicos prebidticos presentes en la superficie terrestre: aminoacidos, nucleotidos y
azucares producidos no biologicamente.

Las células primitivas, llamadas anaerobias estrictas, viven de la fermentacion,
absorbiendo compuestos orgdnicos y generando ATP (adenosintrifosfato)
anaerdbicamente. Es razonable suponer, por lo tanto, que evolucionaron en ausencia de
oxigeno.

A medida que las reservas de compuestos organicos se fueron reduciendo con el tiempo,
se produjo la evolucion del aparato fotosintético, que permitié a las células manufacturar
los compuestos orgénicos que necesitaban a partir de compuestos inorganicos, utilizando
la luz como fuente de energia. Sin embargo, los primeros fotosintetizadores fueron

también bacterias anaerobicas y su primitiva forma de fotosintesis no generd oxigeno.

Las fuentes de hidrégeno de las que dependian las células fotosintéticas (hidrégeno,
sulfhidrico y moléculas orgéanicas con hidrogeno) se empobrecian, al escapar el propio
hidrégeno al espacio. Como respuesta, las células desarrollaron un nuevo tipo de
fotosintesis que les permitié obtener el hidrégeno de las moléculas de agua eliminando
oxigeno como producto residual, lo cual ocurrié hace unos 2.500 millones de afios con la
proliferacion de las cianobacterias (los primeros organismos que liberaron oxigeno como
producto residual de la fotosintesis). Asi, el oxigeno comenzé gradualmente a
acumularse en el agua, en el suelo, en los sedimentos y en la atmdsfera. La era aerdbica
estaba comenzando.

El oxigeno es un gas toxico y reactivo, capaz de oxidar los compuestos de carbono. Su
aparicion en la atmosfera impidid que continuara la primitiva sintesis no biologica de
compuestos organicos. Su presencia supuso no sélo la inmediata oxidacién de tales
compuestos formando dioxido de carbono y agua, sino que ocasiond la formacién de la
capa de ozono, que redujo enormemente la cantidad de radiacion ultravioleta que
alcanzaba la superficie de la Tierra.

La consiguiente oxigenacion de la biosfera impuso una severa presion evolutiva en
muchos organismos que, hasta entonces, habian vivido y evolucionado en un mundo



Introduccion. Radical libre 3

anaerobio. Al ser el oxigeno toxico para la vida primitiva, se fue convirtiendo en un
agente contaminante cada vez mas peligroso llegando a constituir una amenaza para su
mismo productor, las cianobacterias. Muchos organismos, incapaces de tolerar este gas,
tuvieron que refugiarse en nichos anaerdbicos, o extinguirse.

Por otro lado, forzé en un estadio temprano a otro grupo de células, a desarrollar
mecanismos para su destoxificacion intracelular, en los que se encuentran implicadas
enzimas tales como catalasas, peroxidasas y superdxido dismutasas, que reaccionan con
los radicales toxicos producidos por el oxigeno y los convierten en compuestos
organicos inocuos y agua. La evolucion de estos enzimas protectores permitid que las
células toleraran la presencia del oxigeno.

Pronto, sin embargo, los microorganismos hallaron una solucion a la problematica del
oxigeno, desarrollando la capacidad de usar éste mediante la respiracion. Esta solucion
no soélo los protegid, sino que ademas les aport6 energia adicional, porque la respiracion

genera bastante mas ATP que la fermentacion.

Conforme iba creciendo la concentracion de oxigeno en la atmosfera, aparecieron
muchas especies no fotosintéticas que requerian de éste para sus procesos metabolicos,
las primeras aerdbicas estrictas, quienes convirtieron un veneno potencial como el
oxigeno, en un elemento utilisimo mediante la elegante solucién de la respiracion
aerobica. A través de este mecanismo, mucho mas eficiente, las células podian generar
suficiente ATP como para aumentar de tamafio y realizar funciones mucho mas
complejas. La respiracion fue un prerequisito para el origen de las células eucariotas que

se convertirian en el material de construccion de los organismos superiores.

Sin embargo, muchos de los productos que se originan durante la respiracion 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
oxigeno de las que se han de defender.

Radical libre®®'?

Los electrones en los atomos ocupan regiones espaciales conocidas como orbitales. La
estructura electronica de un dtomo o una molécula es termodindmicamente mas estable
si en cada orbital hay un maximo de dos electrones, que giran en direcciones opuestas, o

sea, se hallan apareados. Un electréon no apareado es el que estd solo en un orbital, con
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dos posibles direcciones de giro. La mayoria de las sustancias presentes en el organismo

contienen solo electrones apareados y suelen ser, por tanto, quimicamente estables.

En el pasado, la palabra radical se utiliz6 para indicar, por ejemplo, a un grupo como el
metilo en la molécula de 2-metilpropano. Después se afiadio la palabra libre. Dado que
un radical ya es por si una particula 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 utilizacion del término “radical libre” en toda la bibliografia utilizada
para referenciar ésta obra, en ocasiones a lo largo del texto utilizaremos el mencionado
término para referirnos al concepto que a continuacién definiremos. De acuerdo con el
sistema de nomenclatura de la Comision por la Nomenclatura de Quimica Inorganica de
la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada, indicamos como radical mediante
un punto en formato superindice, precediendo a la carga, si el compuesto la posee'”.

Los radicales libres son especies quimicas (dtomos o moléculas) que contienen uno o
mas electrones desapareados en su orbital mas externo, y pueden tener carga (positiva o

negativa) o no.

Esta propiedad de tener electrones desapareados le puede conferir al radical una enorme
reactividad quimica, que le conducird a interactuar rapidamente con otros atomos o
moléculas (radicales o no) con las que entre en contacto, tendiendo a ceder este electron
extra para estabilizar su orbital de valencia (radical reductor), a aceptar un electrén para
estabilizar el electron desapareado (radical oxidante), o a unirse a un no radical, en cuyo
caso este ultimo se convierte en un radical libre. Mediante estos mecanismos los
radicales libres dan lugar a reacciones en cascada con formacion de nuevos radicales
libres. So6lo cuando coinciden dos radicales pueden combinar sus electrones
desapareados y unirse mediante un enlace covalente, terminando asi 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
iniciacion, de propagacion y de terminacion. Aunque son generalmente mas reactivos
que los no radicales, hay una gran variabilidad en dicha reactividad. El resultado de la
reaccion de un radical inorgénico con un compuesto organico, es la creacion de un
radical orgénico, el cual puede sufrir sucesivas reacciones hasta formar un compuesto

mas 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
estan implicados numerosos enzimas y tipos celulares. En condiciones normales,
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la inmensa mayoria de los radicales libres proceden de la respiracion aerobia y contienen

oxigeno.

El radical méas abundante en los sistemas bioldgicos es el oxigeno molecular. Su
capacidad oxidante y la reactividad de las especies quimicas generadas en su reduccion
vienen determinadas por sus estructuras electronicas moleculares. En 1924 se establecio
que el oxigeno molecular (O,) es un diradical que posee dos electrones desapareados en
su orbital mas externo con giros paralelos (T+O — O +1). Esta disposicién de los giros
previene la adicion directa de un par de electrones (para lo cual deberia haber un giro
paralelo y otro antiparalelo) a la molécula, necesitando una inversién del giro antes de
que se pueda producir la unién, de acuerdo con el principio de exclusion de Pauli’, para
evitar la colocacion de dos giros electronicos paralelos en el mismo orbital. Ya que el
proceso de inversion del giro es lento comparado con la vida media de los elementos en
colision, el resultado es que el oxigeno en su estado fundamental es un oxidante

relativamente débil, permitiendo la coexistencia de materia orgénica y oxigeno libre.

Una consecuencia de esta restriccion del giro, es que el estado fundamental del oxigeno
favorecera la via de reduccion univalente del mismo, siempre que sea posible
energéticamente.

Frecuentemente se utiliza de manera equivocada el término ‘“radicales libres del
oxigeno”, asignandosele a todas las especies reactivas del oxigeno intermedias,
incluyendo aquellas formas moleculares que no son radicales. Es mas apropiado hablar
de especies reactivas del oxigeno en lugar de radicales libres del oxigeno, aunque esta
denominacién también podria matizarse, ya que como queda expuesto mds adelante,

existen especies con una muy alta y otras con una menor reactividad.

Procedencia de las especies reactivas del oxigeno®'*"

Las reacciones quimicas consisten en la destruccion de enlaces quimicos existentes en
las moléculas que reaccionan, y la formacidn de otros nuevos para originar los productos

de la reaccidon. Ello implica la ruptura de los orbitales moleculares y la aparicion

Principio de exclusion de Pauli. En un mismo atomo o sistema orbital, no pueden existir dos electrones con valores
iguales en sus cuatro niimeros cuanticos; deben diferir en al menos uno. Eso significa que ningtn orbital puede
contener mas de dos electrones y que éstos deben tener sus respectivos giros apareados, o sea, orientados en sentidos
opuestos'?,
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transitoria de estructuras intermedias. Segun sea el tipo de ruptura del enlace covalente,
serd la naturaleza de esas especies quimicas intermedias y provisionales. La heterdlisis
es la desigualdad en el reparto de electrones respecto al de protones y origina dos
especies quimicas con carga eléctrica o iones, los cuales en principio tienen todos sus
orbitales completos con dos electrones o vacios. La homolisis 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 atdmicos
que contendran cada uno de ellos uno de los electrones'?. Ademas, los radicales libres se
pueden generar en reacciones de transferencia de electrones. En general estos procesos
se producen a través de la absorcion de radiacidén ionizante, ultravioleta, visible o
térmica; o por reacciones redox tales como las de transferencia de electrones no
enzimatica, reacciones catalizadas por metales o procesos catalizados por enzimas®’*'.

Las reacciones en las que estan implicados los radicales libres son fundamentales para el
normal funcionamiento de un amplio espectro de procesos bioldgicos. Debido a la
ubicuidad del oxigeno molecular en los organismos aerdbicos y su capacidad de aceptar
facilmente electrones, las especies reactivas del oxigeno en gran medida median las

reacciones en las que se implica un radical libre a nivel celular.

En el organismo, las especies reactivas del oxigeno derivan de fuentes enddgenas y
exogenas:

Fuentes endogenas de especies reactivas del oxigeno

Los generados en los procesos bioldgicos intra y extracelulares normales y patolédgicos,
en practicamente 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 electronico a nivel de la mitocondria

El ATP se forma y consume continuamente. La fosforilacion 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 adenindinucledtido reducido) o el FADH,; (dinucleétido de flavina
y adenina reducido) al oxigeno molecular, se libera una gran cantidad de energia. Esta es
la fuente principal de ATP en los organismos aerdbicos. La oxidacion y la fosforilacion

son dos procesos asociados.
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Por tanto, la cantidad de oxigeno reducido en la mitocondria depende de los

requerimientos energéticos mas que del oxigeno disponible. Estd regulado de algun
modo, por la relacién ADP/ATP?.

Aproximadamente el 95 % de todo el oxigeno consumido por las células de los
mamiferos se metaboliza en la mitocondria, donde es reducido por 4 electrones,
produciendo dos moléculas de agua sin formacion de intermediarios téxicos, mediante la
via de la reduccion tetravalente, la cual estd catalizada en Ultima instancia por la
citocromo oxidasa®:

0O, +4 H+4e¢e — 2 H,O Reaccion 1
de manera simultanea el NADH es oxidado a NAD" (nicotinamida adenindinucleétido),

0, +2NADH+2H" «——— 2H,0+2NAD" Reaccion 2

y se forman 6 moléculas de ATP a partir del ADP (adenosindifosfato) y P;
(ortofosfato)™

6 ADP+6 P, —— 6 ATP + 6 H,O Reaccion 3

Sin embargo, entre un 0,5 y un 2 % del oxigeno escapa de esta via y sufre una reduccion
univalente'>**, Como se ilustra en la figura 1, el oxigeno también puede ser reducido
sucesivamente por un unico electron durante el metabolismo aerdbico normal y producir
metabolitos reactivos del oxigeno parcialmente reducidos y altamente téxicos, el anion
superéxido (0, *), el peréxido de hidrogeno (H,0,) y el radical hidroxilo (*OH)**?*°. El
porcentaje en la formacion de radical superdxido, es directamente proporcional a la
cantidad de oxigeno utilizado por la mitocondria®.

En el caso de las células hipoxicas, el predominio en los procesos de reduccion de la
cadena respiratoria, y acumulacion celular de cofactores reducidos, puede aumentar la
produccion de radical superéxido por parte de los componentes del transporte
electronico'*?.

Se puede producir radical hidroxilo por la interaccion del radical superdxido con el
peréxido de hidrogeno, es lo que se conoce como reacciéon de Haber-Weiss™.

O, *+ H,O, —— 0O, +°"OH+OH Reaccién 4

OH, ion hidréxido.
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Aunque esta resefia bibliografica (la 29) se ha utilizado en muchos casos para referenciar
la reaccion 4, no he encontrado en ella informacién especifica sobre la misma. Haber y
Weiss®’ lo que publican es que el diéxido de hidrégeno o radical hidroperoxilo, la forma
protonada del radical superdxido (reaccidén 9, pagina 13), puede reaccionar con el
peroxido de hidrégeno, produciéndose radical hidroxilo (reaccion 5),

HO,* + H,0, —— O, + H,O + *OH Reaccion 5

la cual segun estos autores es una de las reacciones originales de Haber-Willstitter.
Aunque lo mas correcto seria tener en consideracion todo esto, a lo largo del texto
utilizaré, al igual que la mayoria de la bibliografia consultada, la denominacién de
reaccion de Haber-Weiss.

Khan y Kasha® proponen que el radical hidroxilo no es la tGnica especie reactiva del
oxigeno producida en ésta reaccion, y sustituyen el oxigeno molecular por el oxigeno
singlete ('0y).

Se asume que la reaccion de Haber-Weiss en solucidn acuosa, se produce a una
velocidad demasiado lenta a bajas concentraciones de radical superoxido y peroxido de
hidrogeno para tener una significacion fisioldgica, aunque termodindmicamente es
posible®’. La reaccion se acelera por la presencia de metales de transicion, algo que ya
sugirieron Haber y Weiss®, particularmente el hierro que actuaria como catalizador’ 2.
Asi, el radical superdxido reduce el hierro (reaccion 6), el cual a su vez reduce el
peroxido de hidrégeno para formar radical hidroxilo, es la reaccion que describid Fenton

en 1894 (reaccion 7)*>*
0,° + Fe’" «— O, + Fe?* Reaccion 6
Fe?" + H,0, —— Fe’* +*OH + OH~ Reaccién 7

Ya que normalmente la concentracidén de oxigeno es mayor que la de radical superdxido,
., . ., + .y . s
esto favorece la reaccién de oxidacion del Fe®™ (reaccion 6). Si la concentracion
. - , . + 2+
intracelular de superéxido es mayor que la de oxigeno se reducira el Fe’™ a Fe™,

favoreciéndose la reaccion de Fenton™.

Esta explicacion ha sido criticada al considerar que otros agentes reductores, como el
glutatiéon o el 4cido ascérbico, presentes in vivo a mayores concentraciones que el
super6xido, harfan mas probable la reducciéon a Fe** impidiendo la reaccién de Fenton.
Pero Rowley y Halliwell®® muestran que los compuestos con radicales tiol, a
concentraciones fisioldgicas no previenen la formacion de radical hidroxilo proveniente
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de radical superdxido, en presencia de sales de hierro, sin embargo si la previenen la

superoxido dismutasa y la catalasa.

Koppenol®” discute que la reaccion de Haber-Weiss no se da en los medios biologicos en
presencia de superdxido dismutasa, ya que €sta reacciona a una mayor velocidad de
reaccion especifica (reaccion 25, pagina 28) con el radical superéxido, de cémo reduce
éste ultimo al Fe" (reaccion 6, k= 10° M s™). Sin embargo, en situaciones patologicas
como la isquemia/reperfusion, en las que la formacién de radical superdxido se
incrementa, la de superoxido dismutasa se encuentra disminuida y funcionalmente

desbordada, si es factible que se produzca.

Por tanto, la reaccion de Haber-Weiss catalizada por el sistema ferroso-férrico (o
cuproso-cuprico), que pueden actuar como transportador de electrones, es una manera
factible de crear radical hidroxilo en los sistemas biologicos dada la cantidad de

. . 1,32,34
compuestos ricos en hierro®'*3*,

Sistemas de transporte electrénico a nivel del reticulo endoplasmético v 1la membrana

nuclear

Ambas membranas intracelulares contienen citocromos P450 y b5, los cuales por
autooxidacion pueden generar especies reactivas del oxigeno. La disociacion de los
complejos citocromo P450 puede formar peroxido de hidrogeno y otros productos
intermedios peroxi. Por otro lado, pueden oxidar dacidos grasos insaturados,
xenobidticos.

Sin embargo, es dificil evaluar la contribuciéon de ambas membranas en la produccion de

radical superoxido y peroxido de hidrogeno en el conjunto de la produccion celular.

Peroxisomas

A nivel celular, los peroxisomas son un lugar importante de produccion de especies

. ; . y . 38
reactivas del oxigeno debido a su alta concentracion en oxidasas™.

Membrana plasmatica

La membrana plasmatica es un lugar critico 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 reaccion especifica.
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Mencién aparte merece la membrana plasmatica de los fagocitos, la cual es una fuente
importante de especies reactivas del oxigeno, debido a la presencia en la misma de la
NADPH (nicotinamida adenindinucledtido fosfato reducido) oxidasa (ver mas adelante).

Otra fuente potencial de especies reactivas del oxigeno es el metabolismo del acido

araquidonico. En la formacion de prostaglandinas y leucotrienos se producen interme-

.. . . , . . . . . , . 42
diarios peroxi, hidroperdxidos, radicales hidroxilo y radical superéxido™ *.

ener gia

k/

Oxigeno molecular

Oxigeno singlete
(0,6°0;) seno e

IOI
Io|

Radical superédxido

. l10-0+ —> HO," Radical hidroperoxilo
©:7)
o
H* H*
A\ 4
[6n peroxido 10-012- A_, HO-- Aﬁ H.o, Peroxidode
03°) o ‘ 2 < 72 hidrégeno
Anién
c hidroperoxilo
2H"
Y
[0:] \ > H,0
H+
o
O+ \ > O’ Radical hidroxilo
Oxeno
©")
2H"
Oxido o 2- \ > H,0

©°7)

Figura 1. Reduccién univalente del oxigeno. Se muestran las especies quimicas derivadas de la
reduccion sucesiva, mediante un electrén, del oxigeno molecular. [O3 ] es un elemento hipotético
tras la reduccion del oxigeno con tres electrones, se puede considerar el precursor del 6xido y del
oxeno. Modificado de Bast y cols.®, Green y Hill’ y Fridovich®.
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La ciclooxigenasa es también capaz de metabolizar xenobidticos a especies mas tdxicas.

Otros

Numerosos enzimas generan especies reactivas del oxigeno durante su ciclo catalitico.

La xantina oxidasa, enzima responsable de la conversion de hipoxantina en acido urico,

44,45

es una fuente importante de radical superdéxido ™™, y probablemente la mas estudiada.

Su amplia distribucién le confiere un importante papel en situaciones patoldgicas como

46-51

la lesion por isquemia/reperfusion (figura 4, pagina 65).

La aldehido oxidasa, estructuralmente similar a la xantina oxidasa, también genera
radical superdxido. Las enzimas dihidroorotato deshidrogenasa, flavoprotein
deshidrogenasa y la triptofano dioxigenasa, también utilizan el radical superoxido
durante su ciclo catalitico™'.

Se produce radical superoxido por “accidentes quimicos” (autooxidaciones), en que
muchas moléculas del organismo reaccionan directamente con el oxigeno, por ejemplo
en el caso de las catecolaminas, hemoglobina, mioglobina, tetrahidrofolatos, tioles,

. . . O] 2,14,52,53
hidroquinonas, diversas cadenas de transporte electronico, etc™ 777,

. . . . 5455
Las producidas por células inflamatorias™

Sacando provecho de su agresividad quimica, las especies reactivas del oxigeno han sido
incorporadas a ciertos mecanismos defensivos para la destruccion de bacterias o agentes
extrafios™®. Producidas durante la actividad fagocitica, en los procesos inflamatorios
agudos y crénicos, son esenciales para la defensa contra la invasion microbiana® ",

La estimulacion 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 oxigeno molecular exclusivamente, generando grandes cantidades de radical

3961 Este enzima cataliza la transferencia de electrones desde el NADPH

superoxido
(producto de la via de las hexosas fosfato) al oxigeno molecular. Normalmente la

NADPH oxidasa se encuentra en estado latente®’.

2 0, + NADPH + H" —MaDPH oxidassa o \ADP + H"+2 0,°  Reaccion 8

Ademas, los leucocitos activados producen especies reactivas del oxigeno a través del

metabolismo de 4cido araquidénico en la via de la ciclooxigenasa’'.
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En el llamado “estallido respiratorio o explosion oxidativa” (respiratory burst’) se
producen especies reactivas del oxigeno: radical superdxido, peroxido de hidrogeno,

55,59

acido hipocloroso, radical hidroxilo Desgraciadamente, la formacion de estas

durante el ataque a los microorganismos, puede también dafiar los tejidos del huésped.

Fuentes exogenas de especies reactivas del oxigeno

Los secundarios a agentes antineoplasicos como los antibidticos antraciclinas y otros
antibidticos que dependen por ejemplo de la unién con metales para su actividad.
Muchos de los efectos quimioterdpicos y efectos colaterales citotdoxicos de estos
farmacos, se han atribuido a su capacidad para reducir el oxigeno a especies reactivas
del oxigeno.

Los secundarios a influencias externas, tales como la irradiacion de los organismos con
radiaciones electromagnéticas (rayos X y vy), particularmente la radiacion ionizante, la
cual dafia los tejidos por causar fision del enlace del agua produciendo atomos de
hidrégeno, electrones hidratados y radicales hidroxilo. En presencia de oxigeno ademas
originara radical superoxido y peroxido de hidrégeno. La luz a longitudes de onda
determinadas puede causar fotolisis de los enlaces quimicos y producir radicales libres.
Los ultrasonidos pueden producir unos efectos semejantes®.

Ademas, una amplia variedad de agentes ambientales incluyendo la hiperoxia, los
polucionantes del aire (ozono y 6xidos del nitrogeno y del azufre), algunos herbicidas e
insecticidas, humo del tabaco, aditivos alimentarios, disolventes y el amplio grupo de los
hidrocarburos aromaticos, etc., también pueden causar dafio celular mediado por
radicales libres.

Estos xenobidticos o ya son un radical libre, o son convertidos por el metabolismo

intracelular y procesos de destoxificacion.

Tipos de especies reactivas del oxigeno®3*°%°

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

*
Recibe este nombre porque se describid primero como un aumento subito en el consumo de oxigeno
pocos segundos después de la interaccion de la célula con el agente estimulante.
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como las especies no radicales, que se comportan como oxidantes, particularmente el

perdxido de hidrogeno, el oxigeno molecular "singlete" y el 4cido hipocloroso.

Radicales libres del oxigeno

Radical superéxido o diéxido(1-) (0, °)>'">>*

Aunque la denominacién mas correcta es la de dioxido(1-), utilizaremos a lo largo del
texto, al igual que la mayoria de la bibliografia consultada, la denominacion también

permitida de super6xido'.

El anién superoxido es la base conjugada de un 4cido débil, el radical hidroperoxilo
(HOy"), con el cual se equilibra. Ya que el pK, para la reaccion de disociacion es 4.88,
hay poco radical hidroperoxilo a valores fisiologicos de pH®'. Sin embargo, a pH bajos
la concentracion de radical hidroperoxilo puede aumentar extraordinariamente (ej.

.. . , . . , . 4
tejidos isquémicos, superficie de los macrofagos activados, ...)**%.

0, + H «—— HO,* Reaccion 9

Ambos pueden reaccionar produciéndose la siguiente reaccion de dismutacion,

originando peréxido de hidrégeno (H,0,) y oxigeno (k' =8 x 10" M s™)*!.
0O, * 4+ HO,® + H — H,O, + O, Reaccién 10

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

ganancia de un electron (e 0-0: ), resultado de la reduccién univalente del oxigeno

molecular.

Puede dismutar espontdneamente produciendo perdxido de hidrogeno y oxigeno, aunque
esta reaccion es mas lenta (k ~ 2 x 10° M s)* que la dismutacién observada en la

reaccién 10, probablemente debida a la repulsion electrostatica®.
0, +0,° +2 H — H,O, + O, Reaccion 11

Asi la dismutacion es mas rapida a valores de pH acido, necesarios para protonar el
. , . , , . 17 s ’ . s 1.2,52
radical superoxido mas rapidamente, que a pH fisiolégico. Segtn Fridovich®>* a pH 7.8

*
Constante de velocidad o velocidad de reaccion especifica.
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en un medio acuoso, la dismutacion espontanea se produce a velocidad constante de 8 x
48l -l
10°M" s,

Actia fundamentalmente como un agente reductor donando su electrén extra. También
lo puede hacer como agente oxidante, aunque de manera mas pobre, en cuyo caso es
reducido a peréxido de hidrégeno. Su reactividad quimica es alta en solventes orgénicos,
aunque es poco reactivo en soluciones acuosas, lo que le permite difundir lejos de su
lugar de formacidn, 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 anidnicos transmembrana'®. Ataca a
moléculas como el ADN, fosfolipidos de la membrana, polisacaridos, tioles y aminas.
Aunque se piensa que la mayoria de sus efectos dafiinos derivan de su capacidad para
generar radicales altamente toxicos como el radical hidroxilo®, también se le ha

implicado en el inicio y en la terminacién de la peroxidacion lipidica®”.

Radical hidroperoxilo o diéxido de hidrégeno (HO,")***

Aunque la denominacion mas correcta es la de dioxido de hidrogeno, utilizaremos a lo
largo del texto, al igual que la mayoria de la bibliografia consultada, la denominacion

también permitida de hidroperoxilo®’.

Es la forma protonada del radical superéxido, mas liposoluble. Puede reaccionar
espontaneamente con otro radical hidroperoxilo originando peréxido de hidrogeno
(k=8x10°M"'s")":

HO,' 0))

HO,’ \J » H>0,

Es un oxidante mucho mas potente que el radical superdxido y su vida media es mayor.

Reaccion 12

Tiene un papel mas importante de lo que se pensaba en la lesion oxidativa y posee la
capacidad de iniciar la peroxidacion lipidica asi como la oxidacion de una amplia
cantidad de compuestos bioldgicos*"***. Sin embargo, también ha sido implicado en las
reacciones de terminacion de la peroxidacion lipidica®®.

Radical hidroxilo o monoxido de hidrogeno (‘OH)

Aunque la denominacion mas correcta es la de monoxido de hidrégeno, utilizaremos a lo
largo del texto, al igual que la mayoria de la bibliografia consultada, la denominacion

también permitida de hidroxilo".
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Estado reducido del oxigeno 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, 5y 7,
paginas 7'y 8).

La radiacion ionizante puede producir radical hidroxilo por la rotura del enlace covalente
entre el oxigeno y un hidrogeno de una molécula de agua, reaccion en la que también se
generan electrones hidratados (e,q) y otro oxidante, el radical hidrogeno (H)".

H _ O _ H estadios intermedios Ho + oOH Reaccién 13

Otros mecanismos por los que se puede formar radical hidroxilo in vivo, independiente

de iones metalicos, implican en un caso al 4cido peroxinitroso®"

(reaccion 43, pagina
49), aunque esta reaccion ha sido puesta en duda®”’". Otro caso es la interaccion entre el
radical superéxido y el acido hipocloroso (HOCI), producidos ambos por los neutrofilos

. 35,72
activados™">.

O, *+HOClI —— °*OH + 0,+Cl Reaccion 14

En presencia de hierro ferroso el acido hipocloroso también puede producir radical
hidroxilo™.

HOCI + F62+ — 5 *OH+CI + Fe3+ Reaccion 15

Es el oxidante mas potente de los sistemas bioldgicos, el radical libre del oxigeno mas
reactivo que se conoce. Debido a ello su capacidad de difusion es minima, reaccionando
alli donde se produce™**. Se combina rapidamente con moléculas de su alrededor, cede
o capta electrones, poniendo en marcha reacciones en cadena’. Su vida media es
extremadamente corta (a 37 °C, 1 x 10” segundos). El radical superdxido y el peroxido
de hidrégeno son menos reactivos, pueden difundir ciertas distancias desde su lugar de
formacion, generando radical hidroxilo cuando se encuentran con metales de transicion.
Reacciona con todas las moléculas bioldgicas conocidas, y muy relevante es el dafio 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 peroxidacion lipidica.

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

Radical peroxilo (ROO")

Lo maés caracteristico es su formacion en la peroxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados (RH). (R": radical alquilo)*>".

‘OH 0))

RH Lﬁ R*+ H,O ¥_> ROO* Reaccion 16

Relativa baja capacidad oxidante y una menor reactividad en relacién con el radical
hidroxilo, su vida media es mayor (a 37 °C, 1 x 10 segundos), lo que le confiere una
mayor capacidad de difusion en los sistemas bioldgicos.

Puede captar un 4tomo de hidrogeno de un lipido produciendo una reaccion en cadena
(ROOH: hidroperoxido lipidico).

ROO*
RH Lﬁ R*+ ROOH Reaccién 17

Los radicales peroxilo también iniciaran la oxidacidn de proteinas, carbohidratos, etc.
Radical alcoxilo (RO")

El radical superéxido puede reaccionar con los hidroperoxidos lipidicos y formar
radicales alcoxilo. Es por tanto, un radical orgédnico. Su reactividad con los lipidos es
intermedia entre el radical peroxilo y el hidroxilo (vida media a 37 °C, 1 x 10
segundos).

En esta categoria se incluyen radicales como el 6xido nitrico (NO®), al cual dedicamos

un capitulo aparte, y el dioxido de nitrogeno (NO,").

Especies reactivas de oxigeno no radicales libres

Peroxido de hidrogeno (H,0,)

El estado reducido del oxigeno molecular por la ganancia de dos electrones da ion
peréxido (figura 1, pagina 10). Este no es un radical libre ya que no posee electrones
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desapareados. Todo ion peroxido formado, a pH fisioldgico se protonara inmediatamente

a peroxido de hidrogeno (H : O- O:H), ya que su pK, es muy alto. Muchos enzimas
como la urato oxidasa o la glucosa oxidasa la producen por este mecanismo. La
dismutacion del radical superdxido, ya sea de manera espontanea (reaccion 11, pagina
13) o catalizada por la superdxido dismutasa (reaccidon 25, pagina 28), es la fuente mas
importante de perdxido de hidrégeno. La reaccion no catalizada entre dos radicales
hidroperoxilo (reaccién 12, pagina 14), y entre los radicales superdxido e hidroperoxilo

(reaccion 10, pagina 13), también lo producen.

El peroxido de hidrégeno es un oxidante y reductor débil, por ello es relativamente
estable y poco reactivo en ausencia de iones metélicos. Por si mismo oxida lentamente la
mayoria de las moléculas organicas en un medio acuoso, esencialmente los grupos
sulthidrilo. No obstante, puede ser muy toxico para las células, ya que reaccionando con
el radical superoxido (reaccion de Haber-Weiss, pagina 7 la reaccion 4), o no (reaccion
de Fenton, pagina 8 la reaccion 7), en presencia de iones de hierro o de cobre, que actuan

como catalizadores, forman radicales altamente reactivos, como el radical hidroxilo®>.

El peroxido de hidrégeno es ademas substrato de la enzima mieloperoxidasa que cataliza
una reaccidon en la cual se produce un producto altamente oxidante como el 4cido
hipocloroso (reaccion 22, pagina 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 difusion, atravesando con relativa facilidad las

. . 14,64
membranas. La base de esto reside en su estado no ionizado y de poca carga'**.

Oxigeno singlete ( 102)

Como se ha comentado, el oxigeno molecular posee dos electrones desapareados. En su

estado fundamental (° s 3Oz) es un triplete con giros paralelos.

El oxigeno molecular puede absorber una determinada cantidad de energia (minimo 23
kcal/mol), con lo que uno de sus electrones desapareados salta a un orbital de mayor
energia e invierte su giro. Aunque esto no lo convierte en un radical, es una forma
reactiva del oxigeno en la que se ha eliminado la restriccion cinética que supone tener
dos electrones desapareados con giros paralelos, incrementdndose su capacidad
oxidante. Es lo que se denomina oxigeno singlete, del que existen dos formas. EI més
importante en biologia es la forma delta (lAg) la cual tiene dos electrones apareados

ocupando el mismo orbital, con el otro orbital vacio:
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Te Q - Q T cnergla > Q - Q N Reaccion 18

oxigeno molecular forma IAg de oxigeno singlete

La energia necesaria para que se produzca la reaccion anterior la puede aportar la misma
luz visible.

Una fuente importante de oxigeno singlete son las reacciones de fotosensibilizacion tipo
II. Ademas, su génesis en los sistemas bioldgicos puede estar mediada por varias

. . . ., T
reacciones enzimaticas y durante la peroxidacion lipidica™.

Khan y Kasha™ ademas de presentarlo como producto resultante de la reaccion de
Haber-Weiss, proponen su formacion en una reaccion de transferencia electronica entre
los radicales hidroxilo y superdxido

‘OH+0,° —> 0,+0H R

i6n 19

aQ

a

(@]
o

y en una reaccion de dismutacion del radical superdxido
2H'+20," —— 0, +H0, Reaccion 20

La interaccion entre el peroxido de hidrogeno y el hipoclorito (producidos ambos en
grandes cantidades por los neutrdfilos activados), también puede producir oxigeno

singlete:
H,0,+0CI —> H,0+Cl +'0, Reaccién 21

Aunque en condiciones fisioldgicas esta reaccidon parece ser cuantitativamente poco
importante™*.

Es un poderoso agente oxidante, muy reactivo. Su vida media a 37 °C es de 1 x 10°®
segundos. El ADN es uno de los principales lugares donde actia’®. También se ha

implicado en la peroxidacion lipidica®"".

Acido hipocloroso (HOCI)>**°

Un mecanismo defensivo utilizado por los neutréfilos, pero no por los macrofagos, es la
produccion de acido hipocloroso. La activacion de los neutréfilos libera de sus granulos
citoplasmaticos la enzima mieloperoxidasa al medio extracelular, donde cataliza
fundamentalmente la oxidacién de iones cloro por el perdxido de hidrégeno (formado
por la dismutacion del radical superéxido generado por la NADPH oxidasa que se
encuentra en la membrana de los neutrofilos®®) a 4cido hipocloroso (HOCI).
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— iel id: .
H,O, + Cl + HY 2R S HOCI + H,O Reaccién 22

El 4cido hipocloroso es un agente antibacteriano muy potente. Actua a bajas
concentraciones dafiando las proteinas de membrana (al oxidar sus grupos sulthidrilo) e
impidiendo su funcidn, mientras que a altas concentraciones las células sufren lisis por
dafio oxidativo generalizado (potenciales dianas son las aminas, aminodacidos, tioles,
nucleodtidos, hemoproteinas, ...). También puede producir una modificacion oxidativa de
la superdxido dismutasa, perdiendo ésta su actividad’®.

Reacciona especialmente rapido con ciertas aminas primarias para producir N-clorami-
nas (RNHCI). Son potentes oxidantes, aunque menos toxicas que el dcido hipocloroso,

varia en funcion de su lipofilia.

RNH, + HOCl] —— RNHCI + H,0O Reaccion 23

El 4acido hipocloroso actuando en los dobles enlaces de &cidos grasos formara
clorohidrinas’’.

N / N /

C=C + HOCl — C=C o

/| N\ /| N Reaccion 24
OH (I

Acciones de las especies reactivas del oxigeno'®?"7%%

Hace cinco o seis décadas, se creia que los radicales libres eran tan reactivos y tan poco
selectivos, que no podian estar implicados en los procesos bioquimicos normales. En
esos tiempos, las publicaciones sobre la biologia del radical libre casi siempre se
limitaron a situaciones patologicas en las que se producian altas concentraciones de
radicales tras la exposicion a agentes externos, tales como la radiacion de alta energia o
sustancias toxicas.

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
oxidacion y la reduccion forman la base de nuestra capacidad de alimentar las reacciones
de las que depende nuestra vida. Debido a que nuestras células estdn repletas de
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sustancias reductoras y oxidantes, debemos minimizar reacciones no deseadas mediante

barreras cinéticas o compartimentacion fisica. En caso de enfermedad o lesion celular, se
- 81

pueden violar estas barreras” .

El oxigeno es la “fuente de la vida evolucionada” y, paraddjicamente, también es un
agente lesivo de gran importancia por ser la fuente mas abundante de especies reactivas.
Por lo tanto, las especies reactivas del oxigeno tienen una doble acciéon en los

organismos vivos:

1) Beneficiosa. Participando en la defensa frente a las infecciones’®*™, fagocitosis e
inflamacion, generando potentes quimioticticos y activadores de los neutrofilos,
formando parte del metabolismo normal, particularmente en la respiracién mitocondrial,
destoxificacion microsomal (induccion enzimatica de muchos farmacos como los
barbitaricos, etc.), regulacion del tono del musculo liso, sintesis de eicosanoides,
regulacion de la permeabilidad y tono vascular, etc.

Las especies reactivas del oxigeno son moléculas que se producen con gran rapidez, muy
reactivas, y tienen una vida muy corta (de nanosegundos a segundos) con un radio de
difusion muy pequefio (de dngstroms a micras). Estdn bien preparados para desempefiar
el papel de segundos mensajeros en los sistemas rapidos de sefializacion celular que no
requieren la sintesis de proteinas. Se sabe que las especies reactivas del oxigeno actiian
como moléculas transmisoras de sefiales en varios tipos celulares, participando y
modificando eventos fisiologicos relacionados con la unién ligando — receptor y
activacion transcripcional. Regulan o participan en el crecimiento, apoptosis, y en la

. *r r 51
respuesta adaptativa a la lesion o el estrés™ .

2) Daifiina. Producidos en exceso lesionan estructuras y ocasionan dafio tisular.

Las especies reactivas del oxigeno se hallan a muy baja concentracidn en los seres vivos,
y son tan inestables que apenas existen como tales durante poquisimo tiempo. Ya se ha
comentado que su radio de accién es muy reducido, y a no ser que tengan una gran
capacidad de difusion, 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 oxigeno tienden a compartimentarse. Pero, aunque
estas inicialmente producen unicamente efectos locales, las especies reactivas
secundarias a ellas y a la degradacion 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 oxigeno producen lesion celular

son complejos. Por su avidez en aceptar electrones, pueden actuar sobre cualquier
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molécula: acidos nucleicos, proteinas (incluidos todos los enzimas), fosfolipidos (sobre
todo los poliinsaturados presentes en las membranas de las células) y los carbohidratos.
La reaccion inicial genera un segundo radical, el cual puede entonces reaccionar con
otras moléculas provocando reacciones en cadena. Debido a que éstas son reacciones
quimicas espontaneas, las leyes de la termodinamica exigen que la ganancia energética
al formarse un nuevo enlace molecular, ha de ser mayor que la energia de disociacion
del antiguo enlace (el radical que se ha formado ha de ser mas estable que el antiguo).
Una consecuencia de la formacion de radicales mas y mas estables es que la progresion
de la reaccion en cadena se orienta cada vez mas a enlaces “susceptibles”, que requieran
poca energia para ser disociados. Esto quiere decir que las especies reactivas del oxigeno
tienen preferencia por producir alteraciones en unas determinadas moléculas.

La interaccion de las especies reactivas del oxigeno con estas moléculas producira una
modificacién estructural, que se traducird en ultima instancia en una alteracion
funcional, como alteraciones en la defensa tisular, o en la interacciones entre las células,
inactivacion de factores metabolicos esenciales como las pirimidinas (NADPH, NADH),
etc.

Lo malo no es que se generen especies reactivas en el organismo, fendmeno que ocurre
constantemente en situaciones normales, sino que exista un desequilibrio entre su
produccion y su eliminacidn, que es lo que determina que aparezca o no enfermedad. A
este efecto que producen las especies reactivas del oxigeno en los organismos vivos se
ha denominado estrés oxidativo y no depende sélo de la agresividad quimica, sino
también de la cantidad de éstos y del tiempo de exposicion, asi 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 regeneracion 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 generacion. Como se apuntd previamente, una de las
caracteristicas de las especies reactivas del oxigeno es la tendencia a generar reacciones
en cadena, o sea la lesion de unas moléculas puede originar la de otras, lo cual da como
resultado una ampliacion en el efecto lesivo final.

. ;-1 334,66
Acciones sobre los lipidos™ ™

Los lipidos de las membranas celulares contienen grandes cantidades de acidos grasos
poliinsaturados, ricos en grupos alquilo y cicloalquilo, los cuales son susceptibles de
sufrir lesion oxidativa, durante la cual se pueden distinguir 3 fases: inicio, propagacion y
terminacion.
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Las especies reactivas del oxigeno derivadas de la xantina oxidasa pueden iniciar la
peroxidacion lipidica: el radical superdxido y peroxido de hidrégeno, y especies
derivadas de los anteriores, oxigeno singlete, radicales hidroperoxilo e hidroxilo?"">. Al
radical superdxido e hidroperoxilo se les ha implicado tanto en el inicio, como en la
terminacion®”%®.

El proceso se inicia cuando una especie reactiva del oxigeno con suficiente reactividad,
capta un atomo de hidrégeno de un grupo metileno, dejando un electrén desapareado en
un carbono de las cadenas laterales de los fosfolipidos de las membranas, las cuales se
fragmentan justamente por el carbono que se ha transformado en radical libre. Con ello
las estructuras fosfolipidicas de las membranas se desorganizan y destruyen, afectando
ademas de a la pared celular, las membranas citosolicas (mitocondrias, nucleo, etc.), con
la consiguiente pérdida de su funcionamiento y eventual ruptura, liberandose el
contenido de las organelas y de la misma célula. La liberacidon de enzimas lisosomicos

puede ademas potenciar en dafio celular inducido por las especies reactivas del oxigeno.

Durante la propagacion, una serie de reacciones en cadena van produciendo sustancias
tdxicas, que por si mismas pueden capturar un dtomo de hidrégeno de un acido graso
como el radical alcoxilo, radical peroxilo y productos a, B aldehidos insaturados, como
el malondialdehido, y el citotoxico y mutagénico 4-hidroxinonenal, principal producto
de la peroxidacion lipidica (provenientes de los hidroperéxidos lipidicos formados en la
reduccion 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 sulthidrilo las
proteinas de membrana, inactivando receptores, transportadores y enzimas (ver mas

82,83

adelante) Un exceso de hidroperoxidos, por si mismo ya interfiere en el

funcionalismo de la membrana.

La presencia de metales de transicion como el hierro o el cobre pueden catalizar la
formacidon de compuestos iniciadores y acelerar la peroxidacion lipidica. También se ha
sugerido que durante la degradacion de los compuestos derivados de la peroxidacion

lipidica se forma oxigeno singlete, el cual puede contribuir a la reaccién en cadena.

Estas reacciones de propagacion pueden continuar indefinidamente o pueden terminar
por la intervencion de un grupo de sustancias eliminadoras de radicales libres, algunas
de las cuales son esenciales para la integridad celular, y pueden caer bajo la categoria
general de defensas antioxidantes. Otros como el radical hidroperoxilo son radicales
libres®.
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Acciones sobre las proteinas

La susceptibilidad de las proteinas a la accidon de las especies reactivas del oxigeno
depende de los aminoacidos que la componen, la importancia y localizacion de los
aminoacidos susceptibles que median la conformacion y actividad de la proteina, y si el
dafio puede ser reparado. La localizacion celular de la proteina y la naturaleza de la

amenaza también influye en la magnitud del dafio.

Los aminodcidos, péptidos y moléculas de proteina, son susceptibles de sufrir el ataque
de las especies reactivas del oxigeno oxidando sus grupos sulthidrilo. Ademas de la
alteracion de las cadenas laterales de los aminoécidos, pueden producirse una serie de
cambios fisicos como la fragmentacion de las cadenas polipeptidicas, agregacion de las
proteinas mediante enlaces cruzados (cross linking) covalente y no covalentemente a
nivel tanto intra como intermolecular, y alteracion de su conformacién espacial que las
hace muy susceptibles a la degradacion proteolitica. Estos procesos oxidativos pueden
estar catalizados por metales de transicion. Ademas, la reaccion de las especies reactivas
del oxigeno con las proteinas también puede generar derivados que amplificarian el dafio

de la reaccion inicial.

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

Acciones sobre los hidratos de carbono

La produccion de ATP estd afectada en las dos rutas: glucolitica y oxidativa®. Ademas
la autooxidacidn de la glucosa puede generar radicales libres. Paralelamente la glucosa
se puede unir a las proteinas en el grupo amino terminal iniciando la glicaciéon de las

mismas dando productos altamente reactivos (productos de Amadori, de Maillard,...)™.

Tanto la autooxidacién como la glicacién de proteinas son reacciones extremadamente
lentas (requieren dias o semanas) y son responsables en gran medida de las interacciones
glucosa — proteina, interacciones muy importantes pues la formacion y destoxificacion
de las especies reactivas del oxigeno estan moduladas por enzimas (superoxido dismutasa,

catalasa, ...), disminuyendo la accion de éstas y exagerando los efectos de aquellas.

. 74,8991
Acciones sobre el ADN ™"

Las especies reactivas del oxigeno, por adicidn o abstraccion, pueden producir
alteraciones estructurales en el ADN, como la rotura de una o de las dos hebras y la
alteracion de las bases que la componen, produciendo la muerte celular y mutaciones. El
perdxido de hidréogeno por su gran capacidad de difusion accederia al ADN, dafiandolo
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directa o indirectamente a través de la formacion de radical hidroxilo via reaccidon 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 mas especifica lo hace el oxigeno singlete fijandose sobre los
residuos de guanina produciendo el elemento mutagénico 8-hidroxiguanina. Esto

conlleva una replicacion defectuosa.

Resumiendo, los radicales libres per se y los productos de lipoperoxidacién lipidica, por
medio de enlaces cruzados (cross linking) desnaturalizan lipidos, proteinas, azicares y

acidos nucleicos, causando pérdida de su funcién.

Todos los componentes celulares son capaces de reaccionar con las especies reactivas
del oxigeno. La modificacion quimica de estas moléculas produce alteraciones
metabolicas y estructurales de las células, a las cuales en ultima instancia causan la
muerte. Sin pretender ser exhaustiva, la siguiente tabla muestra algunas de las

consecuencias derivadas de la accidén nociva de las especies reactivas del oxigeno.

Tabla 1

Componente atacado Consecuencia

“Pequenas moléculas”

Aminoacidos Desnaturalizacion de las proteinas y enlaces cruzados
(cross linking), inhibicion enzimatica.

Bases del acido nucleico Cambios en el ciclo celular, mutaciones.
Carbohidratos Cambios en los receptores de la superficie celular.
Lipidos insaturados Oxidacion del colesterol y acidos grasos.

Enlaces cruzados.

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

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

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

Antioxidantes Disminucién en la disponibilidad, como el a-toco-
ferol y el B-caroteno.

Macromoléculas

Proteinas Escision de las cadenas peptidicas, desnaturalizacion.

ADN Escision de las hebras, modificaciones en las bases.

Acido hialurénico Cambios en la viscosidad del liquido sinovial.

Freeman y Crapo'*
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Debido al potencial dafiino de las especies reactivas del oxigeno, las células dependen de
unos elaborados mecanismos defensivos, descritos en el siguiente capitulo, que las
metabolicen rdpidamente previniendo una lesion significativa.

Sistema defensivo antioxidante®®'"186466.92-97

Una gran cantidad de especies vivas dependen del oxigeno molecular, sin embargo todos
los tipos celulares son susceptibles a su toxicidad, la cual estd relacionada con las
especies reactivas del oxigeno. Por todo ello, es obvio que la primera y mejor defensa es
evitar la generacién de las mismas. Por ejemplo, la mayor parte del oxigeno que se
consume en la respiracion celular lo utiliza el sistema de la citocromo oxidasa, el cual
lleva a cabo una reduccion tetravalente del mismo hasta agua sin producir intermediarios
reactivos™ (reaccién 1, pagina 7).

Sin embargo, las especies reactivas del oxigeno se producen continuamente como
productos metabdlicos en practicamente todos los tejidos de los organismos aerdbicos en
unas cantidades relativamente pequefias, y presumiblemente en mayor cantidad en un
gran numero de situaciones patologicas”'®*?19815. "gin una adecuada proteccion, las

células y los tejidos sufririan continuamente un dafio oxidativo significativo.

A menudo el término eliminador (scavenger) y antioxidante se utilizan como sinénimos
de manera incorrecta, para describir sustancias que descompondrdn o inactivaran
radicales libres y oxidantes. De hecho el término antioxidante es una amplia descripcion
de numerosas sustancias de las cuales los eliminadores representan sélo una categoria.

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, cuando estd presente a
concentraciones bajas en comparacion con las del substrato oxidable, retrasa o previene

6692 E| término "substrato oxidable"

significativamente la oxidacion de dicho substrato
incluye casi todo lo que se encuentra en las células vivas, como proteinas, lipidos,

carbohidratos, ADN, etc. Cada antioxidante actia de una manera diferente.

Un eliminador de radicales libres, es una sustancia que donard un electron a un radical
libre inactivandolo, de esta interaccion surgird una especie radical del eliminador, la cual
generalmente tiene poca reactividad y por lo tanto es poco dafiina. Sin embargo, la
interaccion de algunos eliminadores con radicales libres producira especies radicales

bastante reactivas que pueden inactivar enzimas y promover la lesion oxidativa’.
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Se ha desarrollado un importante sistema defensivo antioxidante, de prevencion en la
generacidn, intercepcion una vez formados y reparacion del dafio oxidativo o
eliminacion de las moléculas dafiadas; formado por eliminadores y neutralizadores no
enzimaticos, asi como sistemas enzimaticos. Las especies reactivas del oxigeno se
pueden producir tanto en los medios acuosos como lipidicos, y para minimizar sus
efectos dafiinos 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 oxidacion. La regulacion de la
produccion de antioxidantes bioldgicos estd en ultima instancia bajo control genético,
aunque parece que los fenomenos adaptativos (a influencias ambientales) también
pueden ser importantes.

Las especies reactivas del oxigeno pueden ser eliminadas mediante sistemas enzimaticos
y un sistema no enzimdatico de pequefias moléculas. Es lo que se ha denominado
defensas primarias contra el dafio oxidativo. Como regla general la mayor
concentracion de antioxidantes enzimadticos es intracelular, mientras que la mayor
concentracion de la mayoria de los antioxidantes no enzimadticos se encuentra en el
liquido extracelular. A su vez, los niveles de tanto un tipo de antioxidantes como del
otro, varian 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 dafiadas por las
especies reactivas del oxigeno. Es lo que se ha denominado defensas secundarias contra
el dafio 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 oxigeno.

Defensas primarias

Antioxidantes enzimaticos

A grandes rasgos se caracterizan por utilizar iones metélicos (hierro, cobre, zinc,

manganeso y selenio) como elementos cataliticos esenciales.

Superoxido dismutasa (SOD)

El conocimiento de la produccidon bioldgica de radical superoxido, y por ende la

existencia de la superdxido dismutasa, data de mas de tres décadas**'**.

La ubicuidad de este enzima en los organismos aerdbicos sugiere que constituye una

importante defensa frente a la toxicidad del oxigeno. Sin embargo, aunque uno esperaria
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encontrar superdxido dismutasa en todos los organismos que toleran el oxigeno, se han
encontrado algunas excepciones (Lactobacillus plantarum, Micoplasma pneumoniae, y
una difundida cepa de Neisseria) a las que les falta este enzima®”. Por el contrario se
halla en algunos anaerobios que lo toleran y en otros que no™®.

Existen diferentes isoformas de esta metaloenzima, diferenciandose en su estructura y
segliin contenga uno u otro ion metélico en su centro activo, separandose en dos clases
filogenéticas dependiendo de la similitud en la secuencia de aminodcidos, pero todas
ellas catalizan la misma reaccion quimica (reaccién 25) con una eficacia comparable™2.
Incluye enzimas localizadas en organelas, compartimentos subcelulares, y en pequefias

cantidades en liquidos extracelulares.

Excluyendo algunas excepciones™?, las diferentes superéxido dismutasas se distribuyen
en las células eucariotas. La Cu,Zn-SOD de origen eucariota, aunque habitualmente se la
describe como un enzima citoplasmatico, también se ha localizado en el espacio
intermembrana en la mitocondria'®, en el nucleo, lisosomas y en los peroxisomas™; y la
Mn-SOD de origen procariota, si bien se localiza esencialmente en la matriz
mitocondrial, también se encuentra en el citosol, donde segun Weisiger y Fridovich'®
tiene lugar su biosintesis, siendo entonces transportada de alguna manera al interior de la
mitocondria. La Cu,Zn-SOD se distribuye principalmente en los tejidos con gran
actividad metabdlica (higado, rifion,...), y la Mn-SOD en aquellos que el proceso
respiratorio es alto (higado, rifion y miocardio). Es un patrén de distribucion bastante
constante entre los mamiferos'®. Existe otro tipo de superéxido dismutasa,
estrechamente relacionada con la Mn-SOD que contiene hierro (Fe-SOD), de origen
procariota, pero que solo se encuentra en algunas especies de bacterias y plantas, junto o
no, con la Mn-SOD***2, Otra es la superdxido dismutasa extracelular (EC-SOD), que
también posee cobre y zinc, pero es muy diferente a la forma intracelular'®’. Se secreta
al plasma y liquido 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 especiesmg. A diferencia de la Cu,Zn-SOD y la Mn-SOD, ésta muestra
un patrén de distribucion diferente, el cual no estd relacionado con la actividad
metabolica de los tejidos'®. En los mamiferos el 90-99 % de la EC-SOD se localiza en
los tejidos, unida probablemente en su mayor parte a los proteoglicanos heparan sulfato
en la superficie celular (principalmente del endotelio), en la membrana basal y en la
matriz del tejido conectivo, lo cual determina la distribucion y retencion del enzima in
vivo. Sin embargo, en algunos casos, puede almacenarse intracelularmente en vesiculas
secretoras, sin tenerse la certeza que contribuya en la proteccion contra el radical

roi 1,107,109
superoxido .
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Por tanto, el ambito de actuacidon de la superdxido dismutasa es muy amplio, puede
hacerlo a nivel extracelular, pero fundamentalmente lo hace en el intracelular en la
mitocondria y compartimentos citosolicos.

La regulacién de la produccion es sensible tanto a la cantidad de oxigeno tisular, como a

la produccién de radical superéxido intracelular. Se ha demostrado en ratas una mayor
1 . , 26,28,43,52,64,11

sintesis bajo tensiones altas de oxigeno”**%*-~20+110

Su funcién fue descrita por primera vez por McCord y Fridovich en 1969'*. Cataliza

una reaccion de dismutacion que consiste en la oxidacion de un radical superdxido a

oxigeno molecular y la reduccidn de otro radical superdxido a peroxido de hidrégeno:

. N o o
20,°+2H super6xido dismutasa H,0, + O, Reaccion 25

Puede producirse espontdineamente a pH 7,4 y a una K=2x10°M's! (reaccion 11,
pagina 13), en cuyo caso se trata de una reaccion de segundo orden dependiente de la
concentracion de radical superéxido™?, o ser acelerada aproximadamente 10.000 veces
(k=23 x10° M s™") por la accién de la superéxido dismutasa™''"''?, siendo esta ultima
una reaccidn de primer orden, por lo que la vida media del radical superdxido es
independiente de su concentracién’™?,

La dismutacién espontanea entre dos aniones superdxido probablemente es tan lenta,
porque la repulsion electrostdtica previene el acercamiento que permitiria la
transferencia electronica. Por lo tanto, el sencillo mecanismo por catélisis de la reacciéon
25 implicaria alternar la reduccién y oxidacion del catalizador (superoxido dismutasa)
durante los sucesivos encuentros con el radical superoxido. El catalizador de ese modo
lograria transferir un electron de un radical superoxido 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 catalitico, y fluctia entre el estado cuprico y cuproso, mientras el
zinc parece tener solo una funcidn estructural. Los estados trivalente y divalente de los

metales son los implicados en el ciclo catalitico de la Mn-SOD y la Fe-SOD”.

Por consiguiente, actia protegiendo contra la toxicidad del radical superdxido,
disminuyéndola o eliminandola, ya sea ésta directa o derivada de la interaccion con otras
especies reactivas del oxigeno™~?. Se ha descrito ademas una actividad peroxidasa de la
Cu,Zn-SOD'", que puede tener efectos perniciosos para las células por catalizar la
formacion de radicales libres usando eliminadores anionicos y perdxido de hidrogeno

114
como substratos .

*
Constante de velocidad o velocidad de reaccion especifica.
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Debido a la rapida eliminacidn de radical superdxido, la superdxido dismutasa previene
la produccion de radical hidroxilo, reacciones 4, 41 y 43. Sin embargo, Yim y cols.'”
muestran que a diferencia de la Mn-SOD, la Cu,Zn-SOD puede generar radical hidroxilo

desde peroxido de hidrogeno.

La producciéon excesiva de superdxido dismutasa puede en ocasiones ser

L. 167,68,115-117
perjudicial .

Catalasa

La produccion bioldgica de perdxido de hidrégeno y la existencia de catalasas y
peroxidasas se conoce desde hace mas de 120 afios®. La catalasa es un enzima que
contiene hierro (grupo prostético hemo). Cataliza la transformacién del perdxido de
hidrégeno en agua y oxigeno molecular:

tal; .,
2 H,0, —** 5 2 H,0+ O, Reaccion 26
, . ‘o o 2
Actua sobre todo cuando las concentraciones de perdxido de hidrogeno son altas®™. Se
distribuye ampliamente por los tejidos, localizdndose fundamentalmente en los
peroxisomas, aunque también se ha descrito su presencia en la mitocondria del corazon,
pero no en la de otros tejidos incluido el musculo esquelético®®. Su actividad varia no tan

solo segtin el érgano estudiado, sino en la misma célula.

Algunas células estimulan la produccion de catalasa ante incrementos en la produccion
de peroxido de hidrégeno.

Como en el caso de la superoxido 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 perdxido de
hidrégeno a agua, y utilizan una gran variedad de donadores de electrones para tal
proposito.

RH, + H,0, —kids o R +2 H,0 Reaccion 27
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Ciclo redox del glutation

Las glutation peroxidasas son mas importantes que la catalasa para eliminar el peroxido
de hidrogeno en el ser humano, ya que actiian ante niveles bajos de éste. La glutation
peroxidasa cataliza la reduccidén del perdxido de hidrogeno y de los hidroperoxidos
lipidicos a agua en el primer caso, y alcoholes estables y agua en el segundo, mediante la
oxidacién del glutation reducido (GSH) a glutation oxidado (GSSG)

2 GSH + H,0, —guatidnperoxidasa - 399G + 2 H,0 Reaccion 28

ROOH + 2 GSH —guatidnperoxidia o p OH +GSSG + H,O Reaccion 29

Hay dos tipos de glutation 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 peroxido de hidrégeno como los hidroperéxidos organicos. La glutation
peroxidasa que no contiene selenio utiliza sobre todo los hidroperdxidos como substrato.

Las poseen la mayoria de especies aerobias. A nivel intracelular se localizan en el citosol

y en la matriz mitocondrial.

La reaccion de reduccién del GSH, catalizada por la glutation reductasa (GSSG
reductasa) se encarga de regenerar el GSH consumido, y es clave en la defensa

antioxidante.

GSSG + NADPH + H" —gatidnreductasa o » GQH + NADP™  Reaccion 30

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD) cataliza la regeneracion del NADP', en
la via de las pentosas fosfato.

G-6-PD + NADP" —glwosa6P-deshidiogenasa - o]yyconato 6-P + NADPH + H Reaccion 31

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

Estos tres sistemas enzimaticos (superoxido dismutasas, catalasa y peroxidasas) se
protegen entre si cuando se produce radical superdxido y/o peroxido de hidrégeno.

Tienen por ello una accidn sinérgica.
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El radical superdxido 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 conversion del mismo a la forma ferroxi. Por lo tanto la superoxido
dismutasa protege a la catalasa y a la peroxidasa contra su inactivacion''*.

Al mismo tiempo, el peroxido de hidrégeno puede inactivar a la superdxido

dismutasa''’, accion prevenida por las catalasas y peroxidasas.

Como se ha apuntado anteriormente la Cu,Zn-SOD puede generar radical hidroxilo
desde perdxido de hidrogeno'", lo cual se favorecera por un incremento en los niveles
de superdxido dismutasa o una disminucién en la de catalasa y peroxidasas. Por tanto es
esencial que las células posean unos niveles equilibrados entre los tres enzimas,

. : : 14,52,118,11
constituyendo un equipo defensivo al respaldarse mutuamente'*>*"''*!11?,

Antioxidantes no enzimaticos

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

a-tocoferol'™

El a-tocoferol es el antioxidante liposoluble mds efectivo e importante. Su
concentracion en los tejidos es mas bien baja'>'. Se encuentra en las diversas membranas
celulares, lipoproteinas plasmaticas y fluidos extracelulares como el alveolar. Actta

interrumpiendo las reacciones en cadena de autooxidacidn, al transformarse en un
radical estable (no reactivo), neutralizando los radicales peroxilo y alcoxilo.

El atomo de hidrégeno del grupo hidroxilico fendlico del a-tocoferol es facilmente
eliminable. De este modo, los radicales peroxilo y alcoxilo formados durante la

peroxidacion lipidica, se combinan con el a-tocoferol en lugar de con otro acido graso
a-tocoferol-OH + ROO* —— a-tocoferol-O° + ROOH Reaccién 32

generando un hidroperdxido organico y el radical tocoferol (a-tocoferol®), el cual es

bastante estable y muy poco reactivo, por lo que se corta la reaccidon en cadena.

Sin embargo el a-tocoferol debe su potencia antioxidante no sélo a sus propiedades

quimicas, sino también a su movilidad y accesibilidad dentro de la membrana.
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Aunque el a-tocoferol es un antioxidante liposoluble, el grupo hidroxi de su nucleo esta
expuesto a la fase acuosa. Por lo tanto, es posible la interaccién entre las especies

reactivas del oxigeno y el a-tocoferol.

El radical tocoferol puede emigrar a la superficie de la membrana y reconvertirse
en a-tocoferol reaccionando con el acido ascérbico'?%. Tanto el acido ascorbico como el
a-tocoferol parecen reducir al minimo los efectos de la peroxidacion lipidica en las
lipoproteinas y en las membranas, si el proceso ha comenzado. Los tioles, como el
glutation 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 regeneracidon se describe mas adelante en la pagina 35

(reaccion 36) al comentar las ubiquinonas.

En contraposicion, una alta concentracion de vitamina E puede generar radicales libres

actuando como prooxidante:

ROOH + a-tocoferol —— a-tocoferol® + RO* + H,O Reaccion 33

Acido ascérbico (Vitamina C)

Vitamina hidrosoluble que se encuentra ampliamente distribuida en los fluidos intra y
extracelulares. Entre sus muchas acciones antioxidantes descritas, destaca que actia
como un agente reductor u oxidante, reacciona directamente con los radicales
superdxido, hidroperdxido, hidroxilo, diversos hidroperdxidos lipidicos, oxigeno
singlete y 4cido hipocloroso. Interactia con el radical tocoferol para reconvertirlo
a a-tocoferol' >,

El radical deshidroascorbato (vitamina C°) es poco reactivo y en consecuencia en €l
suelen acabar las reacciones en cadena. Por disprotonacion se produce vitamina C y
deshidroascorbato (DHA)

2 vitamina C* +2H" — vitamina C + DHA Reaccién 34

Ademads, bajo ciertas condiciones el radical deshidroascorbato puede ser reducido

enzimaticamente por el sistema dependiente del NADPH (NADH reductasa)' .

Parado6jicamente la vitamina C también posee propiedades prooxidantes. Durante la
oxidacién de ésta se forma perdxido de hidrégeno:

vitamina C + O, —— DHA + H,O, Reaccion 35
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Cantidades excesivas de vitamina C también pueden actuar como prooxidante en
presencia de metales de transicion (hierro, cobre,...), induciendo a la peroxidacion
lipidica por su capacidad en reducir el Fe’™ a Fe', el cual es un potente inductor de la
formacidn de radicales libres.

Las propiedades antioxidantes del acido ascérbico predominardn en condiciones
normales debido al efecto secuestro (ej. almacenamiento por parte de la ferritina) de los
iones metdlicos de transicion, cosa que puede no ocurrir en caso de enfermedad,

situacion en la que estarian mas disponibles.

Glutation reducido (GSH)

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

metabolismo de diversos farmacos, etcétera.

Muchas de estas funciones fisioldgicas derivan de sus propiedades quimicas especiales.
Contiene un grupo tiol (SH) y un enlace y-glutamilo que es resistente a la degradacién
por las peptidasas normales, las cuales sélo actian sobre los enlaces a-amino-acilo. El
enlace entre el glutamato y la cisteina s6lo es hidrolizable por la enzima y-glutamil

transpeptidasa, presente en la membrana plasmatica.

Los grupos tiol son muy importantes en la proteccion contra los efectos perniciosos de
las especies reactivas del oxigeno, ya que reaccionan facilmente con ellas. Esta
propiedad es consecuencia de la baja energia del enlace SH, inferior a la de casi todos
los enlaces C—H y O—H. La reaccion de los tioles con los radicales es tan rapida que se
le considera de control por difusidn. Es decir, la etapa lenta de la reaccion 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 enzimaticos (ver “Ciclo redox
del glutation” en la pagina 30). El glutatiéon reducido interactiia de manera directa y con
facilidad con los radicales libres, especialmente con los hidroxilo y radicales organicos,
donando un atomo de hidrégeno. Cuando el GSH se oxida, se forma glutation oxidado
(GSSG), formado por dos moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro entre las
dos cisteinas.
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Los grupos SH tienen importancia funcional en muchas proteinas y para protegerlos es
necesario el GSH. Ademas tiene una actividad importante en el metabolismo
xenobiotico y en la sintesis 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 glutation puede donar el atomo de hidrogeno de los grupos SH,
produciéndose radicales GS® en vez de GSH. Estos pueden reaccionar con el oxigeno y

producir radicales oxisulfuro, potencialmente dafiinos como el RSO® y RSO".

Ademés el GSH puede inhibir la actividad de la catalasa de manera dosis dependiente'’.

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 concentracion mas baja que la de los tocoferoles. Debido a su gran liposolubilidad,
actan prioritariamente en los compartimentos mas hidréfobos, en los que penetran con
gran facilidad. El B-caroteno es su representante mas destacado, especialmente eficaz
para neutralizar el oxigeno singlete, disipa su energia sin producir lesiéon celular.
El B-caroteno también puede actuar tanto como oxidante como prooxidante. A pequefias
presiones parciales de oxigeno (<150 Torr), muestra una excelente actividad, sin
embargo a altas presiones parciales de oxigeno, muestra un efecto prooxidante

autocatalitico con la consiguiente pérdida de su actividad antioxidante.

Otros antioxidantes no enzimdticos

Acido nrico. Aunque la capacidad de éste para sufrir oxidaciones es un hecho conocido
por los quimicos organicos desde hace mas de 150 afios, tradicionalmente se le ha
considerado un producto final del metabolismo de las purinas (en el hombre),
metabodlicamente inactivo y sin valor fisioldgico. Sin embargo, esta ubicua molécula
presente en cantidades significativas en los tejidos y fluidos corporales, a
concentraciones fisioldgicas es otro elemento con capacidad antioxidante. Protege por
unirse a los metales de transicion, y ademas neutraliza al radical hidroxilo, superdxido,
oxigeno singlete, acido hipocloroso y radicales peroxilo y alcoxilo, aunque tras ello
queda oxidado pudiendo producir dafio oxidativo. La forma radical libre del acido urico
puede ser reducida por el 4cido ascorbico’ !>+,

La coenzima Q' (ubiquinonas) es una molécula extremadamente versatil, implicada en un

gran numero de procesos celulares, aunque relacionados entre si. En las mitocondrias
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participa en la respiracidn, en el sistema de trasferencia de electrones que conduce en

ultima instancia a la produccion de ATP.

Se ha propuesto la participacion de la coenzima Q en la formacion de radicales libres,
fundamentalmente durante la isquemia y posterior reperfusion. Pero las pruebas son
indirectas y no excluyen la participacion de otras especies quimicas.

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 evolucion de las especies aerdbicas, se la selecciond para proteger
los diversos tipos de membranas en las que se halla, del dafio producido por los radicales
libres.

También se ha discutido que pueden actuar como antioxidantes proporcionando atomos
de hidrogeno para reducir los radicales peroxilo y/o alcoxilo, asi como a través de un
mecanismo de oxidorreduccion entre la forma reducida de la coenzima Q (CoQHy) y el

radical a-tocoferol, regenerandose a a-tocoferol, en la mitocondria.

a-tocoferol — O* + CoQH, —— a-tocoferol — OH + CoQH,* Reaccion 36

Como consecuencia se genera otro radical, CoQH,", el cual puede ser reciclado por la
cadena de transporte electrénico mitocondrial''.

Por tanto, bajo algunas circunstancias puede contribuir a la formacién de radicales libres,
provocando lesion celular, mientras que en otras parece proporcionar proteccion contra la
mencionada lesién'**'%.

La glucosa, ademas de su funciéon principal como substrato para la produccidon de
energia en las células de los mamiferos, también tiene un papel como antioxidante. A
concentraciones fisiologicas se comporta como un eliminador de radical hidroxilo'*.
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 aportacion cobra mayor relevancia si se presentan a altas
concentraciones. No obstante, a la hiperglucemia se la ha implicado en la produccién de

radicales libres”’.

La bilirrubina es un pigmento biliar producido por el catabolismo del grupo hemo. La
albimina la transporta en el plasma, y en condiciones fisiolégicas ambas pueden actuar
como antioxidante. La bilirrubina unida a la albumina, a concentraciones equimolares,
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compite con el acido drico por los radicales peroxilo, pero es menos eficiente que la

o - - \ 131
vitamina C en eliminarlos. Protege a los 4cidos grasos transportados por la albimina ~ .

Otras defensas antioxidantes (secuestradores de iones metalicos)

Ademas de los eliminadores de especies reactivas del oxigeno, el grupo de los
antioxidantes incluye ciertos quelantes del hierro y el cobre como la transferrina,
lactoferrina, ferritina, ceruloplasmina y albumina, asi como proteinas que se unen con

grupos hemo.

Aunque estos compuestos no actilan directamente sobre las especies reactivas del
oxigeno, son por definicidn antioxidantes ya que se unen con metales con actividad
redox, por lo tanto previniendo o limitando la toxicidad derivada de los primeros®. Son
la principal defensa antioxidante en el plasma’’. Asi, si no hay iones metalicos
disponibles, entonces el radical superéxido y el peréxido de hidrogeno pueden tener
limitada, su capacidad para producir efectos dafiinos.

Los metales de transicidn promueven reacciones en las que se producen especies

reactivas del oxigeno®*

. Los organismos tienen mucho cuidado con el manejo del
hierro. Para minimizar la cantidad de hierro libre en el liquido extracelular y dentro de
las células, utilizan proteinas 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 porcion de enzimas que poseen hierro y en la transferrina. De modo
similar, el cobre plasmatico se une a la ceruloplasmina o a la albumina, y por tanto es

mas dificil que estimule las reacciones de radicales libres.

La glicoproteina transferrina es el mayor transportador plasmatico de hierro del
organismo, ya que éste es practicamente insoluble (dos moles Fe’" por mol de proteina).
En condiciones normales ésta sdlo se encuentra saturada en un 30 %, por tanto la
concentracion plasmatica de hierro libre es casi nula, por lo que no estaran disponibles
para catalizar las reacciones de radicales libres en el plasma normal. Un pH acido
favorece la liberacion de hierro de la transferrina, circunstancia que se puede observar

por ejemplo en los tejidos hipdxicos.

La proteina lactoferrina, al igual que la anterior puede unirse a dos moles Fe** por mol
de proteina, 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 neutrdfilos, también puede
actuar como antioxidante.



Introduccion. Sistema defensivo antioxidante 37

En la célula la ferritina almacena el hierro no metabolizado, aunque ésta también se
encuentra en el compartimiento extracelular. Aunque normalmente sélo se encuentra
saturada en un 20%, tiene una gran capacidad (hasta 4500 iones Fe’* por molécula de
apoferritina), lo que representa la principal provisién de hierro facilmente disponible.
Incluso cataliza la oxidacion de Fe*™ a Fe’™ para su almacenamiento, mediante una
actividad ferroxidasa. Esta unién previene la participacion del hierro en la reaccion de
Fenton. El hierro que se libera desde la ferritina requiere la reduccion de Fe** a Fe**, lo

‘o fo 132,133 133,134
que puede ser llevado a cabo por el 6xido nitrico ™~ N

o el radical superdxido
aunque segun Bolann y Ulvik'*® este tiltimo de forma limitada. También se ha implicado
al perdxido de hidrogeno, peroxinitrito y radical hidroxilo®. Las catecolaminas como la
adrenalina o noradrenalina también son capaces de liberar, sobre todo en condiciones
anaerdbicas, el hierro de la ferritina'®®. La xantina deshidrogenasa, que no tiene
capacidad ferroxidasa'’, est4 implicada en la movilizacion del hierro desde las reservas

.. 138,139
de ferritina ™"

. Igualmente, ya sea en condiciones aerobicas o anaerdbicas, la xantina
oxidasa mediante un mecanismo independiente a la produccién de radical superoxido
(aunque en condiciones aerdbicas éste representaria el 70 %), puede liberar hierro
posiblemente mediante una transferencia electronica directa desde la xantina oxidasa a la

134

ferritina ~". A un pH de 6 el hierro se disocia de la ferritina.

La glicil-L-histidil-L-lisina es un tripéptido plasmatico unido a cobre (GHK:Cu(Il)),
aunque no estd considerado un secuestrador de iones metalicos, su efecto beneficioso
viene dado por la capacidad de inhibir la liberacion de hierro de la ferritina mediante un
bloqueo fisico de los canales por los que éste se libera' > .

Las haptoglobinas son proteinas plasmaticas 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,
ademas rapidamente son eliminados de la circulacion.

La glicoproteina plasmatica ceruloplasmina tiene una funcidn esencial en el
metabolismo del hierro como un enzima ferroxidasa. Cataliza la oxidacion de hierro
ferroso a hierro férrico (susceptible de unirse a la transferrina) previniendo la reaccion

. ; 31
de Fenton, mientras reduce el oxigeno a agua’:

4Fe” 4+ Oy + 4 HY —cenoplasming_ o 4 3% 12 1,0 Reaccion 37

Asi, a diferencia de la oxidacion enzimatica, la oxidacion del hierro ferroso catalizado
por la ceruloplasmina no produce especies reactivas del oxigeno, 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 peroxido
de hidrégeno y el radical superoxido, aunque en éste ultimo caso a menor velocidad que
la superdxido dismutasa (k=7 x 10° M s).

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

e
apoferritina'>>.

El cobre, ademés del hierro, también estd implicado en la formacién de radicales

hidroxilo a partir de peréxido de hidrégeno®*

. La mayor parte del cobre plasmatico (95
%) se halla unido fuertemente a la ceruloplasmina (6 6 7 mol de cobre por mol de
proteina), y el que no lo esta lo hace a la albiimina casi en su totalidad. Esta unién puede
dafiar a la albumina, pero no tiene gran importancia si se tiene en cuenta las altas
concentraciones de €sta y su rapido recambio. Evita que los iones de cobre puedan
unirse a lugares mas comprometedores como por ejemplo los grupos sulthidrilo de las
proteinas de membrana celular y producir lesidon oxidativa al interaccionar por ejemplo

y e . , 33
con el peroxido de hidrogeno™.

Ademas, la mayoria de compuestos con grupos tiol, tienen el potencial de eliminar
radicales libres. La albumina proporciona una rica fuente de grupos tiol en los liquidos
extracelulares, aunque la albumina por si sola reacciona casualmente con el radical
hidroxilo, teniendo un efecto menor®. Cuando al cobre se une a la albimina, el radical
hidroxilo formado alrededor reacciona inmediatamente con ésta. Esta proteina también
elimina el 4cido hipocloroso en el plasma. La albumina oxidada es rapidamente
eliminada de la circulacién y degradada.

Asi pues, retener los iones metélicos es una defensa antioxidante importante, ya que
estos no pueden estimular la formacion de radicales hidroxilo, y por consiguiente el
estrés oxidativo. Ademads, este secuestro permite utilizar al radical superoxido y al
perdxido de hidrégeno para propdsitos metabdlicos, sin que logre hacer demasiado dafio
a los tejidos, siempre y cuando la cantidad de especies reactivas del oxigeno no llegue a
ser suficiente para producir una lesioén directa y/o movilizar los iones metélicos de sus
lugares de almacenamiento.

Antioxidantes exogenos

Ademas de estas defensas naturales contra el estrés oxidativo, se han desarrollado una

: : o s 97,140
amplia variedad de antioxidantes sintéticos™ "~ .

Muchos farmacos disefiados para otro propdsito poseen una actividad antioxidante in
vitro, como por ejemplo el alopurinol (ver en el capitulo Discusion las consideraciones
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sobre este aspecto, pagina 165). En la mayoria de los casos esta observacion 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 enzimaticos, o una combinacidon entre
varios de ellos'*'.

Antes que una sustancia pueda considerarse util 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 bioldgicamente
relevantes. Segundo, dado que estas interacciones pueden producir modificaciones
quimicas en el eliminador, el producto resultante debe ser menos dafiino que el agente
eliminado. Y finalmente, la sustancia propuesta debe presentarse a una concentracion
suficientemente alta, al menos en algunos compartimentos celulares para asegurar una

reaccion 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
proteinas dafiadas por las especies reactivas del oxigeno, extraer los acidos grasos
oxidados de los fosfolipidos y reparar el ADN alterado. Las moléculas excesivamente
dafiadas no se reparan para minimizar la introduccién de mutaciones.

Las defensas secundarias incluyen:

e Enzimas lipofilicas (fosfolipasas), que serian las responsables de la reconstruccion de
los constituyentes de la membrana dafiados o alterados. La predileccion de la
fosfolipasa A, por los lipidos oxidados puede proporcionar a las células un

mecanismo protector adicional contra la peroxidacion lipidica.

e Las células poseen un sistema de enzimas con capacidad para reparar directamente
los polipéptidos moderadamente dafiados reconstituyendo su estructura. Uno de estos
sistemas, muy abundante, es la reduccion de los puentes disulfuro oxidados. Si las
proteinas han sido dafiadas de manera mas grave, las enzimas proteoliticas (proteasas,
peptidasas) las degradaran en su mayoria, previniendo de esa manera su acumulacion

en la célula.

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

Durante la isquemia/reperfusion se generan en exceso especies reactivas del oxigeno y
del nitrégeno, la eliminacion de las cuales desborda la capacidad del sistema defensivo
antioxidante fisioldgico. Ademdas durante la isquemia se pueden reducir las

. 51,89,96,142-146
concentraciones de alguno de sus componentes” ™

. Todo esto es lo que provoca
el estrés oxidativo que se observa en este proceso patoldgico y que describimos mas

adelante.

Monéxido de nitrégeno u é6xido nitrico (NO*)'*""*®

Aunque la denominacidén mas correcta es la de mondxido de nitrogeno, utilizaremos a lo
largo del texto, al igual que la mayoria de la bibliografia consultada, la denominacién de
6xido nitrico’”.

La primera indicacion de que el organismo tiene una produccion enddgena de nitrato
(NO3 ) data de 1916 cuando en estudios sobre el equilibrio dietético en humanos
muestran que hay mas nitrato excretado que el ingerido. Durante mucho tiempo se pensé
que el exceso de nitrato lo producian los microorganismos intestinales, teniendo por
tanto poca relevancia en la biologia de los mamiferos. Se le consideraba s6lo uno mas de
los gases nocivos en los tubos de escape de los vehiculos que queman combustibles
fosiles, causante de la lluvia acida y destructor de la capa de ozono'>*.

En 1979 Ignarro y cols. al burbujear el liquido nutricio con ¢xido nitrico, observan que
relajaba de manera rdpida y pronunciada, aunque transitoria, cintas de arteria coronaria
bovina previamente contraida, y que esto era antagonizado por hemoproteinas oxidadas

47 Mas tarde Furchgott y Zawadzki'> muestran que la acetilcolina

y azul de metileno
interactlia con los receptores muscarinicos en las células endoteliales, estimulando la
liberacion de una o mas sustancias que relajan el musculo liso subyacente, al cual se le

denominé endothelial derived relaxing factor (EDRF). Palmer y cols.'®, Ignarro y
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cols.'®', y Moncada y cols.'* en 1987, demuestran que el EDRF y el 6xido nitrico son la

misma molécula.

Es como un arma de doble filo. Lo producen las células de los mamiferos, como
mensajero intercelular en cantidad y momentos apropiados. Estd implicado como
modulador, en procesos fisiolégicos tan diversos como la defensa del huésped y
reacciones inmunoldgicas, la comunicacion neuronal tanto a nivel central como
periférico, la regulacion del tono vascular y flujo sanguineo, el control de la agregacion
plaquetaria, broncodilatacién, etc.'>':!>137:162:166 " A" pive] gastrointestinal, ademas de
estar implicado en su funcionalismo'®’, ayuda a mantener la integridad de la mucosa
contra las agresiones y a reparar las lesiones producidas por diversos modelos
experimentales incluida la isquemia/reperfusién'®®. Sin embargo, su sintesis excesiva y
disregulada puede ser causa o un elemento mas, que contribuye en numerosas patologias

91,102,151-154,157,165,166,169,170-172

humanas , (ver “El ¢xido nitrico y la enfermedad” en la

pagina 61).

Biosintesis de 6xido nitrico

El 6xido nitrico se sintetiza en una gran variedad de células y tejidos. Tiene lugar a
partir de la oxidacidon de uno de los 4&tomos de nitrogeno del terminal guanidino del
aminoacido L-arginina en una reaccidn catalizada por la o6xido nitrico sintasa
(NOS), y el cosubstrato NADPH, con la concomitante formacién de L-citrulina' """,
La N“-hidroxi-L-arginina (NOH-ARG) es un intermediario en la biosintesis del
179,180

oxido nitrico (figura 2). El oxigeno incorporado por las NOS tanto en el éxido

nitrico como en la L-citrulina deriva del oxigeno molecular' "7’

Tanto el 6xido nitrico como la L-citrulina se forman en cantidades equimolares por mol
de L-arginina oxidada. Esta reaccion es estereoespecifica, andlogos de la L-arginina,
como el NYnitro-L-arginina metil éster (L-NAME), incluyendo su enantiémero
D-arginina, no son substratos'>'"*'® La L-citrulina puede reciclarse a L-arginina'®"'®*

(figura 2), sin embargo durante la hipoxia se reduce la actividad de esta via sintética'™*.

Las NOS"™ son flavoproteinas diméricas, ambas subunidades son idénticas, cada una de
ellas presenta dos dominios, uno con actividad oxigenasa y otro con actividad reductasa
que actuan de manera independiente. Ambas subunidades se alinean interaccionando los
dos dominios oxigenasa para formar el dimero, de forma que los dominios reductasa
quedan como extensiones independientes. Las NOS contienen como cofactores, a la
tetrahidrobiopterina (H4B), a un grupo hemo, al flavin adenin dinucleétido (FAD) y al
flavin mononucledtido (FMN), al igual que la NADPH-citocromo P-450 oxidoreductasa.
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En ésta, ambos cofactores facilitan la reduccidon de las hemoproteinas estabilizando el
radical que se genera dentro de la oxidoreductasa, de la misma manera las NOS pueden

180.183  Ademas de su

utilizar un mecanismo similar para generar Oxido nitrico
participacion en la catdlisis, la L-arginina, la tetrahidrobiopterina y el grupo hemo
también ayudan a formar y mantener este dimero activo a partir de los monoémeros de
proteina inactiva'®*. 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 oxigeno y cataliza la oxidacién de la L-arginina a 6xido

nitrico y L-citrulina'®.

+ +
H,N NH, H,N  NHOH
N Y
NH \\ NH

NOS, NADPH, CaM

H,N COO~ H,N COO~

L-arginina NO-OH-L-arginina

NH3/‘A
HN O
\/ NO*
NH Oxido nitrico

H,N*  COO-

L-citrulina

Figura 2. Biosintesis de o¢xido nitrico desde la L-arginina, y
reciclaje a L-citrulina'*>. NOS: NO sintasa constitutiva, NADPH:
nicotinamida  adenindinucledtido  fosfato  reducido, CaM:
calmodulina.

Las células de los mamiferos estan dotadas de al menos tres genes que codifican
distintas isoformas de NOS. Existen dos NOS constitutivas, la eNOS (o ecNOS, o NOS-
IIT) 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, musculo esquelético, células del islote pancredtico, células de la macula
densa renal y ciertos tipos de células epiteliales'™. El tercer tipo de NOS, normalmente
no se encuentra en las células, es inducible (iNOS o mNOS o NOS-II), requiriendo
sintesis proteica en unas tres o cuatro horas, por estimulos inmunolégicos (interferon-y,
interleucina-1, -2 y -6, factor de necrosis tumoral-a, leucotrienos, endotoxinas

149.180.183.185-188 ¢ también en la hipoxia®'. Fue identificada por primera

bacterianas, etc.)
vez en los macrofagos'™, pero se puede localizar en practicamente todos los tipos
celulares de los mamiferos, entre ellas las células de la mucosa intestinal'™. 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 sélo en situaciones patologicas, y sin
embargo puede detectarse en determinadas situaciones fisiologicas'’. Se han descrito
diferencias entre sus pesos moleculares, 160 kDa la nNOS, 130 kDa la iNOS y 133 kDa

la eNOS'®,

Todas estas enzimas son solubles, se encuentran en el citoplasma. Son NADPH
dependientes'®, aunque todas las isoformas de NOS necesitan unirse a la calmodulina
para su actividad, s6lo 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
independiente'®, y aunque el Mg®" no es esencial para la formacién de éxido nitrico,
este cation incrementa la actividad de la iNOS'®. Las NOS constitutivas (eNOS y
nNOS), calcio y calmodulina dependientes, fisiologicamente producen pequefias
cantidades de oOxido nitrico 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
fosforilacion de residuos especificos en la eNOS le proporciona mas actividad a una
concentracion dada de calcio — calmodulina, lo que puede incrementar la sintesis de
6xido nitrico en ausencia de un cambio en la concentracion intracelular de calcio®. Las
NOS constitutivas llevan a cabo una serie de funciones fisioldgicas via activaciéon 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
oxido nitrico hasta que el substrato para producirlo se agota, pudiendo ser la responsable
de la lesion y muerte tisular. Sin embargo en algunas circunstancias, por ejemplo tras la
isquemia/reperfusion, una elevacion suficiente y mantenida de calcio intracelular puede
provocar que las NOS constitutivas produzcan cantidades citotoxicas de 6xido nitrico'>?,

1 . . e
aunque Cuzzocrea y cols.'”’ matizan que el agente lesionante es el peroxinitrito.
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En condiciones fisioldgicas, el estimulo méas importante que controla la sintesis de 6xido
nitrico endotelial en las arteriolas es probablemente mecénico: el flujo pulsatil y las
fuerzas de rozamiento. La hipoxia de las células endoteliales, hasta un nivel critico,
también induce su sintesis'>'. Ya se ha apuntado que estas células poseen receptores para
varias sustancias vasoactivas, las cuales pueden estimular la sintesis de 6xido nitrico al
incrementar los niveles de calcio intracelular, como la acetilcolina, bradicinina, ADP,
ATP, sustancia P, histamina, norepinefrina, serotonina, endotelina, etc! 2103 I88I9LI Ty
estimulacidn de las células musculares lisas con agentes que actlien sobre los receptores
a; adrenérgicos del musculo liso de las arterias mesentéricas induce contraccion, que es
contrarrestada por un incremento en la sintesis y liberacién de 6xido nitrico por parte del
endotelio™*"**,

La L-arginina se encuentra en exceso en el citoplasma de la célula endotelial. Asi, la
produccidn de dxido nitrico viene determinada por la actividad del enzima més que por
la disponibilidad del substrato.

Por otro lado, la actividad de la NOS se puede inhibir con concentraciones elevadas de
6xido nitrico. Este se une al grupo prostético hemo de ésta, interfiriendo en el transporte
de electrones y en la oxidacion del sustrato. Las condiciones que favorecen el estado de
oxidacion mas elevado (Felll) aumentan este efecto de contrarregulacién, mientras que
las condiciones que favorecen el estado de oxidacion mas bajo (Fell) disminuyen
drasticamente el efecto de inhibicidn de la sintesis de 6xido nitrico por él mismo. Inhibe
de forma distinta la actividad de las diferentes isoformas de NOS, siendo mas notoria
esta accion para la eNOS y la nNOS que para la iNOS. La insensibilidad de esta ultima
permite la generacion de altas concentraciones de oOxido nitrico, ejerciendo asi su
funcién como agente citotoxico en la respuesta inmune y en procesos inflamatorios.
Ademas, se ha observado que el proceso de fosforilacion por la proteina quinasa regula
de manera reversible la localizacion intracelular de las NOS constitutivas, atenuando la
actividad de la eNOS.

Hay muchos mecanismos potenciales por los cuales se puede inhibir la sintesis de 6xido
nitrico. La estrategia mas usada es el empleo de analogos estructurales de la L-arginina
que actiian como inhibidores competitivos de la NOS, los cuales han sido esenciales para
evaluar la contribucion del 6xido nitrico en los procesos fisiologicos y patoldgicos.
Actuan como un falso substrato para la enzima, bloqueando la produccion de 6xido nitri-
co endogeno. Entre ellas estd la N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME)'**-16>-170:195,
debido a la introduccion 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. Ademas, la capacidad para inhibir la produccién de éxido nitrico
depende también de otros factores como la cinética de entrada del analogo en la célula,
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del grado de union de estos compuestos al enzima, de su metabolismo en el interior de la

célula y de la concentracion intracelular de L-arginina.

A raiz de las evidencias de que la actividad mitocondrial se encuentra afectada por el
oxido nitrico, se demuestra la existencia de una actividad NOS localizada en la
membrana interna de la mitocondria'*®"*®. Ninguna de las anteriores NOS est4 presente
en la mitocondria a niveles relevantes desde el punto de vista fisiologico'”’. La NO
sintasa mitocondrial (mtNOS) se expresa de manera constitutiva, es calcio
dependiente'”, aunque también hay datos que indican que ésta también puede ser
inducible®®. La demostracion de produccién de 6xido nitrico en la mitocondria®® sugiere
la implicacion de éste en procesos tales como la respiracidon y apoptosis.

La administracién de L-NAME inhibe de manera competitiva la eNOS'” de la mucosa
intestinal'®. Incrementa la presién arterial sistémica®', en la rata se acompafia de
vasoconstriccion renal, mesentérica, carotidea y en las arterias de las extremidades. Esto
es debido a la inhibiciéon de la produccion basal de oxido nitrico que se produce en
condiciones fisiologicas en estos lechos vasculares. Ademds reduce las fuerzas
hidrodindmicas de dispersion que tienden a empujar a los leucocitos a lo largo del
endotelio venular, aunque la adherencia dependiente de estas fuerzas hidrodindmicas
solo explica una pequefia fraccion de la adhesion asociada con la inhibicidn de la sintesis
de 6xido nitrico™”. Promueve la adherencia y emigracion de los leucocitos en las

202-204 204,205

, aumenta la reactividad de los mastocitos e incrementa

12 . 203,204,206,2
la permeabilidad microvascular™>2**20¢-27

vénulas postcapilares
. . 2 2
y de la mucosa intestinal**>**. Promueve la

203,204,209,210

agregacion plaquetoleucocitaria , agregacion plaquetaria y adhesion de las

mismas al endotelio'®?!''?'?, Con el D-NAME (NG-nitro-D-arginina metil éster), sin

o 202,206,208,209
embargo, no se observa ningun efecto”™ """,

Los glucocorticoides inhiben selectivamente la iNOS sin afectar a las formas
151,170,186

constitutivas del enzima
Se han detectado inhibidores enddgenos de la NOS, como la dimetil arginina asimétrica
(ADMA) y el PIN (proteina inhibidora de la nNOS). Actian desestabilizando la
dimerizacién de la NOS.

Bioquimica del 6xido nitrico

El 6xido nitrico es una molécula pequefia, sin carga, liposoluble, compuesta por dos
atomos con siete electrones del nitrogeno y ocho del oxigeno. Dado que los orbitales
pueden contener un maximo de dos electrones el orbital superior debe contener un

electron desapareado'™.
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N=0O Monoxido de nitrégeno u 6xido nitrico

Sin embargo, no por ser un radical libre se le debe considerar altamente reactivo, no
necesariamente tiene una vida media corta, e intrinsecamente no es mas reactivo que el
oxigeno. Su reactividad quimica y citotoxicidad potencial ha sido muy sobrestimada in
vitro por ignorar los elementos que lo anulan o eliminan como el radical

160,161

superoxido . De manera que las diferentes vidas medias que se le han atribuido,

varian en funcién de las condiciones experimentales de cada laboratorio.

Es un radical libre relativamente estable, que a diferencia de muchos radicales no
reacciona rapidamente con la mayoria de sustancias bioldgicas, solo lo hace con un
selecto rango de moléculas. Es propenso a sufrir reacciones de trasferencia o adicion de
electrones, especialmente con moléculas que tienen electrones desapareados y con
metales de transicion como el hierro del grupo hemo, y con el oxigeno molecular. Por
ello el 6xido nitrico es un importante mediador de la lesion provocada por especies
reactivas del oxigeno, ya que contiene un electron desapareado que lo hace reaccionar
rapidamente con éstas®>2'>*,

La vida media del 6xido nitrico in vivo estd entre 1y 10 segundos. Aunque ésta no es un
valor constante, es inversamente proporcional a su concentracion. Asi, su vida media es

mayor cuanto mas diluido se encuentra®”'.

En la reactividad del oxido nitrico influyen el estado redox que adopte y las

, . . l
caracteristicas del medio'’

. Hay tres estados redox para el 6xido nitrico: radical libre
neutro (NO°), catién nitrosonio o nitrosilo (NO") y anién nitroxilo u oxonitrato(1-)
(NO ). Estos dos ultimos se forman respectivamente por pérdida del electron

13151 "] catién nitrosonio

desapareado y por ganancia de un electrdn en su oOrbita externa
libre no subsiste largo tiempo en solucién debido a que reacciona inmediatamente con
agua para formar nitritos'’”; aunque segun Koppenol’’, desde el punto de vista
termodindmico su formacion in vivo es imposible. El anion nitroxilo es una especie
reactiva con una vida media corta, reacciona mas rapidamente con los grupos tiol que
con otras especies derivadas del nitrogeno; el NADPH es otra diana. La Cu,Zn-SOD
modula estos efectos bioldgicos por convertirlo rapidamente a o6xido nitrico y

215,216

. , . . . + .
viceversa , ademas ciertos agentes oxidantes, incluyendo el Fe’", pueden convertir

el anién nitroxilo a 6xido nitrico*’”>. También puede reaccionar con el oxigeno para

formar peroxinitrito* (k' =3-6x 10" M 577216,

*
Aunque la denominacion mas correcta es la de oxoperoxonitrato(1-), utilizaremos a lo largo del texto, al
igual que la mayoria de la bibliografia consultada, la denominacion también permitida de peroxinitrito'’.

" Constante de velocidad o velocidad de reaccion especifica.
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NO + O, —— ONOO Reaccién 38

La reputaciéon del oxido nitrico como una molécula muy reactiva viene de dos
observaciones, la rapida formacién de didxido de nitrégeno (NO;°) en mezclas de
oxigeno con altas concentraciones de aquel en fase gaseosa’'’, y de su aparentemente
corta vida media en los primeros sistemas de bioensayo (cascadas de perfusion con
solucion oxigenada de Krebs-Henseleit), lo cual se atribuyé inicialmente a la reaccion
directa con el oxigeno para formar diéxido de nitrégeno, un téxico y poderoso oxidante,
capaz de iniciar la oxidacion de los &cidos grasos y nitrosilacion de los aminoacidos
aromaticos.

2NO*+0; —— 2NOy" «— N,Oq4 Reaccién 39
NO®*+NO," —— N,O3 Reaccion 40

Como se observa en las reacciones 39 y 40, la interaccion entre el 6xido nitrico y el
oxigeno tiene el potencial de generar ademas del NO,' otros potentes oxidantes
nitrogenados, considerados como especies reactivas derivadas del ¢xido nitrico
(ERDON) no radicales como el tetréxido de nitrogeno (N,Oy4), o el tridxido de nitrogeno
(N203) capaces de iniciar la peroxidacion lipidica, nitrosar residuos sulthidrilo y tirosina.
En sistemas acuosos el trioxido de nitrogeno se hidroliza rapidamente a nitrito (NO, ).
Sin embargo, hay algunos estudios que sugieren que los intermediarios que se forman a
partir de la autooxidacion del 6xido nitrico en un medio acuoso, son diferentes a los
formados en fase gaseosa representdndolos como NO,. Las especies NO, en medio
acuoso se hidrolizan rapidamente a nitrito, y llevan a cabo reacciones de oxidacion y
nitrosacion. Se ha visto que el ascorbato es un eliminador eficiente de estos
intermediarios®'®*". El N,O; es la ERDON predominante derivada de la autooxidacion
del 6xido nitrico en los sistemas bioldgicos, el cual se produciria en las regiones
hidrofébas, como las membranas lipidicas'’.

La reaccion entre el 6xido nitrico y el oxigeno, en medio acuoso, es de segundo orden
con respecto al NO* **°, lo cual hace que la vida media del dxido nitrico en solucién
acuosa, sea proporcional a su concentracidén, y permite a otras reacciones de primer
orden del 6xido nitrico predominar aun bajo condiciones aerobicas. Como el o6xido
nitrico difunde facilmente desde su lugar de produccién, se diluye rapidamente,
protegiéndolo de reaccionar con el oxigeno, por lo que estas reacciones s6lo son
factibles con concentraciones suprafisiolégicas de o6xido nitrico, en las que su
autooxidacion aumenta exponencialmente. En caso de producirse in vivo, se originara en

condiciones patologicas en las que el 0xido nitrico sea generado localmente en gran
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cantidad. Por lo que este proceso de oxidacion del 6xido nitrico por el oxigeno

. g 221
molecular, es menos relevante en los sistemas biologicos normales™ .

Hay otras vias mas admisibles que conducen a su destruccidn. Son las reacciones del

6xido nitrico con el anién superéxido®'****

o con metales de transicion (por ej. el hierro
del grupo hemo — k = 10% - 10’ M s — #*%), que produciran elementos secundarios,
algunos muy reactivos y potencialmente toxicos, que a su vez son capaces de reaccionar
con otras moléculas, oxidandolas o nitrandolas™®’.

En condiciones normales la concentracion de radical superdxido generado por el
metabolismo aerdbico se mantiene notablemente bajo gracias a la accion de la
superéxido dismutasa (velocidad de desaparicion de superéxido 2 x 10* s, a una
concentracion normal aproximada del enzima de 10 uM). Las concentraciones normales
(nanomolar) de 6xido nitrico son bajas para competir con ésta en la eliminacién de
radical superdxido (velocidad de desaparicion de superdxido, 2 x 10? s™). Sin embargo,
bajo ciertas condiciones patoldgicas en las que el oxido nitrico se produce a altas
concentraciones (de orden micromolar), se convierte en la unica molécula bioldgica que
compite con aquella por el radical superoxido (velocidad de desaparicion de superoxido,
4 x 10*s™), siendo la superdxido dismutasa menos eficiente que él, ademas de tener una

velocidad de reaccion especifica algo mas lenta (ver pagina 28)°".

La reaccion entre el radical superoxido y el oxido nitrico (k= 6,7 x 10° M s) da como

resultado la formacién de anidn peroxinitrito (ONOQ )* 70213214,

NO*+0,° —— ONOO Reaccién 41

En esta reaccion se liberan 22 kcal/mol por lo que es esencialmente irreversible (por
155

ejemplo, termodindmicamente equivalente a la hidrolisis de dos ATPs) ™.

Dicha reaccion se producird con cierta facilidad en aquellas situaciones que predomine
tanto la produccion de 6xido nitrico y radical superdxido®’. Por ejemplo, en la lesién
inflamatoria, en la reperfusion de tejidos isquémicos, los macrdfagos y los neutrofilos

producen ambos al mismo ritmo cuando se activan’''*****2%.

El anion peroxinitrito no es un radical libre ya que los electrones desapareados del 6xido
nitrico y el radical superdxido se combinan en él formando un nuevo enlace N—O'>>*!,
Puede alterar muchas moléculas bioldgicas produciendo por ejemplo N-nitrosaminas,
S-nitrosotioles, mediante mecanismos de nitrosacion, nitracion o nitrosilacion oxidativa,
lo cual dependera en gran medida de las cantidades y la velocidad de generacidon en un

lugar determinado de radical superdxido y oOxido nitrico*”***®. Pero lo que le hace
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particularmente toxico es su notable estabilidad (pK. de 6,8 a 37 °C), dandole una mayor
oportunidad para difundir a través de las células hasta su objetivo; y el hecho que
reacciona relativamente despacio; haciendo de ¢l un oxidante selectivo'>. La inusual
estabilidad del anidn peroxinitrito se debe a estar plegado en conformacién cis, el cual
mediante una reorganizacion interna producira nitrato®. A pH 7,4 sélo un 20 % del
peroxinitrito estard protonado a acido peroxinitroso con una conformacién #rans mucho
més reactiva' .

ONOO +H' «—— ONOOH Reaccién 42

Dada su gran inestabilidad, éste ultimo se descompondra répidamente en solucidon
acuosa (vida media 1,9 segundos a pH 7,4), produciendo potentes oxidantes, que
inicialmente se sugirid serian el radical hidroxilo (o un potente oxidante con una

reactividad similar) y el diéxido de nitrogeno®"".

ONOOH —— °*OH + NO,* Reaccion 43

Sin embargo, segun Koppenol®>”"!

esta ultima reaccion no es factible desde el punto de
vista termodindmico. Los peroxiacidos mientras tienen un enlace peroxido (O-0),
normalmente no se disocian para formar radicales. Asi, a prori es improbable que el
acido peroxinitroso (HO—ONO) sufra homolisis para formar radical hidroxilo y diéxido
de nitrégeno. Koppenol y cols.”?’ argumentan que ésta reaccién no es posible, y postulan
que existe un isomero del acido peroxinitroso, un compuesto con energia mas elevada,
siendo esta especie molecular el oxidante, el cual se comportaria con una reactividad
parecida al radical hidroxilo, respecto a una gran variedad de moléculas bioldgicas.
Puede representarse como HO«-ONO®. En cualquier caso, ya que la energia de
activacion del HO-«ONO esta cerca de la energia de disociacion del enlace, el grupo OH
debe ser muy parecido al radical hidroxilo. Por otro lado, el que el 4cido peroxinitroso
sufra homdlisis o reaccione a través de un intermediario trans, es irrelevante en biologia,

ya que sus efectos seran los mismos®’.

Algunos trabajos han implicado al peroxinitrito en la nitrosacion de los tioles. Sin
embargo, €l por si mismo no es un agente nitrosador. En presencia de metales de
transicion, incluyendo los centros metalicos de la superoxido dismutasa y la

37,155 .
7155 Un mecanismo

mieloperoxidasa, puede actuar nitrando (afiadiendo un grupo NO,)
por el que el peroxinitrito puede afectar la nitrosacion es mediante la oxidacion del 6xido

b 37 - 1 .
nitrico’’, la cual puede ocurrir cuando este ultimo estd presente a mayores

*
A partir de aqui, el término peroxinitrito se utilizara para referir la suma de anion peroxinitrito y su acido
conjugado, el acido peroxinitroso.
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concentraciones que el radical superdxido®’. En condiciones puntuales, también se
pueden considerar otros agentes nitrosantes como el N,Os (referencias 37 y 70). La
reaccion entre el dioxido de carbono (CO,) y el peroxinitrito (k = 5.8 x 10* M s, pH
independiente) en medio acuoso, de gran importancia por la ubicuidad y cantidad del
primero, implica la formacioén de especies que son mas eficientes que el peroxinitrito o
el oxido nitrico como agentes nitradores, como el anidn nitrosoperoxocarbonato
(ONOOCO3), el cual se descompone (un 33%) en radical carbonato (COs*) y dioxido
de nitrégeno (NO,")0-%8

los sistemas bioldgicos es mas rdpida que la descomposicion no catalizada del

. La velocidad de la reaccidn entre el peroxinitrito con el CO, en

peroxinitrito. Asi, muchas de las reacciones del peroxinitrito in vivo, probablemente
estan mediadas por las especies reactivas derivadas de la reaccion entre el didxido de
carbono y el peroxinitrito, que por el mismo peroxinitrito®*.

Los procesos oxidativos iniciados por los radicales libres intermedios derivados de la
descomposicion del peroxinitrito son inhibidos por la produccidon excesiva de 6xido
nitrico o radical superoxido, mientras que la via oxidativa que implica una reaccidon

directa con el peroxinitrito no se altera’.

El peroxinitrito puede reaccionar con peroxido de hidrégeno, produciendo oxigeno
molecular, y al menos una parte de este oxigeno liberado, esta en estado singlete (IAg)zzg,
pudiendo contribuir en la citotoxicidad de los macrofagos.

La generacion y reactividad del peroxinitrito y de las especies quimicas que derivan de
¢l, sugieren que esta via es importante en las acciones fisiopatoldgicas del 6xido nitrico.
Ni el 6xido nitrico ni el radical superoxido, se comportan como oxidantes fuertes
respecto la mayoria de compuestos organicos. Sin embargo, el peroxinitrito es un
oxidante potente y versatil, que ataca muchos tipos de moléculas bioldgicas y produce
una rica variedad de productos™.
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El peroxinitrito produce peroxidacion lipidica™’, oxidacién de los tioles™', y nitracion

de los grupos funcionales de los aminoacidos®™>*, asi como oxidaciéon de los
componentes del ADN®'. Una reaccion del peroxinitrito con una importancia bioldgica
potencial, es la nitracion de la tirosina en presencia de iones metdlicos, lo cual puede
contribuir a la inhibicion y alteracidon de proteinas celulares clave. Aunque también se ha
sugerido, que la nitracion de la tirosina libre y de los residuos de tirosina en las
proteinas, si bien se asocia principalmente con situaciones patoldgicas, puede tener un
significativo y un no reconocido papel en la transmision de sefiales, respuesta inmune y
metabolismo proteico™”. Por otro lado, aunque es menos potente que el 6xido nitrico,
también puede incrementar los niveles de guanosinmonofosfato ciclico (GMPc) y

producir relajacién vascular’. A concentraciones nanomolares ha mostrado que no es
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capaz de dafiar la célula endotelial, y si tener un efecto protector en la lesion por
isquemia/reperfusion al inhibir la exteriorizacion de P-selectina y la consiguiente
interaccion leucocito — célula endotelial™*.

El 6xido nitrico una vez sintetizado no se almacena, contrasta con la mayoria de los
mensajeros intercelulares porque difunde rapida y libremente dentro de las células a
través de las membranas celulares en la mayoria de los tejidos™’ (en linea recta 50 pm
por segundo), con poco consumo o reaccion directa. La rdpida difusion del 6xido nitrico
entre las células, en virtud a su lipofilia y pequefio tamafio, es crucial para entender su
actividad bioldgica. La reaccidon con las moléculas diana depende de la concentracién
alcanzada'>>'>°*%

Cuando el 6xido nitrico difunde del endotelio a la sangre, reacciona rapidamente con el
grupo hemo de la hemoglobina, por el que tiene una afinidad 10000 veces mayor que por
el oxigeno, por lo que actlia como un eliminador intravascular, siendo ésta la principal
via de degradacion del 6xido nitrico endégeno. En ausencia de oxigeno, el 6xido nitrico
se une a la hemoglobina con una relativa estabilidad [Hb(Fe*")-NO]J, pero en su
presencia se convierte inmediatamente en su metabolito estable nitrato (NO; ),
oxiddndose el hierro del grupo hemo, dando lugar a metahemoglobina (la
metahemoglobin reductasa evitard su acumulacién intracelular). El nitrato formado se
elimina por el rifién. Unido al hierro férrico del grupo hemo puede nitrosar fenoles,
aminas secundarias (mucho se ha escrito de las nitrosaminas debido a su potencial
accion carcinogénica)'>>'2>%.

También se ha propuesto una funcién de transporte de dxido nitrico por la hemoglobina,
mediante la nitrosacion de un residuo de cisteina formando S-nitrosohemoglobina (SNO-
Hb), y por la Hb(Fe*")-NO (referencia 239).

Mecanismo de accion y acciones>®1°3:157:218,219,238,240-243

Los efectos farmacologicos y los mecanismos de accion del 6xido nitrico eran bien
conocidos antes del descubrimiento de su formacion enddgena. A diferencia de los
transmisores clasicos, que tienen estructuras complejas y su accion depende de una
union a un receptor especifico, el o0xido nitrico actia mediante una amplia gama de
reacciones quimicas en virtud a su facilidad para formar uniones covalentes. El dxido
nitrico no se almacena, sino que difunde ficilmente desde su lugar de formacion,
mientras que los mediadores cldsicos normalmente se almacenan en granulos desde los
cuales se liberan tras el estimulo especifico.
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El 6xido nitrico puede actuar como un regulador, un agente protector o un toxico. Las
acciones dependientes del 6xido nitrico se han clasificado en dos categorias diferentes:
efectos directos e indirectos. Los efectos directos son el resultado de las reacciones entre
el oxido nitrico y moléculas especificas. Los efectos indirectos son los que resultan de
reacciones entre especies reactivas derivadas del 6xido nitrico (ERDON), con diversas
biomoléculas. La bioquimica del peroxinitrito cae dentro de esta ultima categoria.

La ventaja de hacer distincion entre estas dos categorias es que la cinética de
autooxidacion limita los efectos indirectos a la presencia de altas concentraciones de
oxido nitrico (localmente > 10-20 uM), derivado de la iNOS; mientras que los efectos
directos probablemente dominan a bajas concentraciones (localmente < 5-10 uM),
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
6xido nitrico.

EFECTOS DIRECTOS
Consumo mitocondrial
Met-hemo + NO,- A
Activacion de la
Inhibicién HbO, guanilato ciclasa
reversible
del P450
NO,-
Inhibicién de 0,° 2
laribonucleétido @<€«—— NO- > ONOO-
reductasa
H+
EFECTOS INDIRECTOS 0, Inhibicién de la aconitasa
Lesiondel ADN «<— v /

NO Inhibicion irreversible
—_—
Proteinas x del P450

dedo de zinc \
Elimidados por el ascorbato

Liberacion de metales
Eliminados por el glutation
Inhibicion de
alquiltransferasas ADP-ribosilacién
Inhibicion de la del GAPDH

proteinquinasa C

Figura 3. Resumen de las reacciones bioquimicas del 6xido nitrico en cuanto a efectos directos e
218

indirectos™ ".
Otra importante consideracion es la distancia del objetivo desde la fuente generadora de
oxido nitrico. Las células o tejidos cercanos a dicha fuente puede experimentar tanto
acciones directas como indirectas, los lejanos solo sufriran efectos directos debido a que
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la concentracion de oxido nitrico decrece como consecuencia de la difusion y del
consumo bioldgico. Por lo tanto factores espaciales y temporales son importantes a la
hora de considerar la quimica responsable de efectos bioldgicos concretos.

Efectos directos

Los efectos directos pueden ser tanto beneficiosos como perjudiciales. Consisten en
reacciones en las que el 6xido nitrico por si mismo interactia con las dianas bioldgicas,
produciendo actividades tales como la regulacion de la accion de la guanilato ciclasa
soluble; proteccion antioxidante contra las especies reactivas del oxigeno, en la que el
oxido nitrico directamente las capta y/o previene su formacidn; terminacién de la
peroxidacion lipidica. El 6xido nitrico 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
radiosensibilizacion de las células hipoxicas.

Reaccion con los metales

La reaccién del oxido nitrico con algunos complejos con metales de transicion (no
todos) forma aductos metal-nitrosilo. Reacciona con diferentes estados de oxidacién del
hierro, cobre, cobalto o niquel, pero no con iones diamagnéticos como el zinc. Asi, la
reaccion entre el 6xido nitrico y los complejos metalicos dependen tanto de la valencia
del metal, como de los ligandos en la esfera de coordinacion. Las proteinas que
contienen el grupo hemo son importantes en la biologia del 6xido nitrico. El 6xido
nitrico 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 Murad®** ya habia propuesto que el 6xido nitrico y sustancias a las
que denominé “nitrocompuestos”, las cuales se metabolizaban liberando 6xido nitrico,
incrementaba la actividad de la guanilato ciclasa soluble, catalizando la formacién de
GMPc. Y manifestaban con gran vision que: “La activacion de la guanilato ciclasa por
parte del 6xido nitrico es un mecanismo nuevo de regulacion enzimatica que puede estar
implicado en la regulacion de otros enzimas y sistemas”.

El 6xido nitrico es el arquetipo de hormona local que actiia como un mediador paracrino
o autacoide, es efectivo sdlo 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
sintesis, activa la guanilato ciclasa soluble de las células vecinas, aunque también puede
actuar en la misma célula productora (efecto autocrino).
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Asi pues, el oxido nitrico activa a la guanilato ciclasa soluble interaccionando con el

: i 165,240
hierro ferroso del grupo prostético hemo

, con el que tiene una afinidad mucho
mayor que el oxigeno'”. Esto conduce a la formacion de GMPc a partir del
guanosintrifosfato (GTP), el cual actia como segundo mensajero en muchas células,
incluyendo nervios, musculo liso, monocitos y plaquetas*®. El incremento de GMPc en
el interior de las células afecta a proteina quinasas, fosfodiesterasas, canales i6nicos, y
posiblemente otras proteinas. La activacion de la proteina quinasa dependiente del
GMPc, en las células musculares lisas de los vasos sanguineos, produce Ila
desfosforilacién de la cadena ligera de miosina causando relajacién del masculo liso**,
disminuyendo la resistencia vascular periférica y la presién arterial'®®. Ademas, en
determinadas circunstancias, el 6xido nitrico produce hiperpolarizacion del musculo liso
vascular como consecuencia de la activacion de los canales de K™ dependientes del Ca'™,
parece que en este caso, sin significativos cambios en la produccion de GMPc en el
musculo liso vascular®*’.

El oxido nitrico igualmente actiia sobre las plaquetas, las cuales a su vez también lo
producen de manera idéntica al endotelio, actuando como un mecanismo de

. ., . . - . -, : 7 163
retroalimentacion negativo, inhibiendo su activacion y por ende la agregacion ™ y

211,212

adhesion plaquetaria. Esta accion es sinérgica a la de la prostaciclina'®, la cual

inhibe la agregacion de las plaquetas incrementando sus concentraciones de AMPc'®.

El GMPc est4 implicado en la inhibicién de la adhesion y migracién de los leucocitos®”,
y la proliferacion tanto de células musculares lisas como de fibroblastos, acciones que
contribuyen a la actividad antiaterogénica del 6xido nitrico. Participa por tanto, en el
control de la homeostasis de la vasculatura. La produccion de 6xido nitrico endotelial
influye en la permeabilidad del endotelio a la albimina®®*-2¢2072%

El grupo hemo de la forma soluble de guanilato ciclasa es claramente uno de los lugares
mas sensibles e importantes en la accion del 6xido nitrico.

Ya hemos comentado que uno de los mecanismos principales de control de las
concentraciones de oxido nitrico in vivo, es la reaccion directa entre éste y las

1

metaloproteinas como la oximioglobina u oxihemoglobina (k = 3-5 x 10’ M s™") para

formar nitrato (NO3 ) y metamioglobina o metahemoglobina®*'**.

Cada vez hay mas evidencias que las reacciones de oxidorreducciéon que sufren
determinadas proteinas, pueden modificar actividades enzimaticas, representando una
nueva via en la red de comunicacion celular. Puede modular la produccion de
metabolitos activos del acido araquidénico activando directamente la ciclooxigenasa
(COX-1y COX-2). Es capaz por ello de inducir la sintesis de prostaciclina (PGI,). Esto
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no es extrafio ya que este enzima contiene también un grupo hemo, al cual nitrosaria de
manera analoga a la guanilato ciclasa soluble. Este efecto del 6xido nitrico es
independiente de la produccién de GMPc'™.

El 6xido nitrico puede inhibir de manera reversible enzimas que contienen metales de
transicion o intermediarios radicales libres en su ciclo catalitico, tales como
lipoxigenasas, peroxidasas, la citocromo P-450, la tromboxano sintetasa, la catalasa y la
ribonucledtido reductasa, un enzima fundamental en la sintesis de ADN, lo cual visto
desde el punto de vista de la defensa del huésped, la inhibicion de éste enzima inhibiria
la replicacion viral**!>*12>157:241.230 B peroxinitrito en condiciones fisiologicas, a su vez
puede controlar el tono vascular nitrando un residuo tirosina en la prostaciclina
sintasa.

En la mitocondria, cuando las concentraciones de oOxido nitrico son bajas, éste se
consume durante la respiracién y no por autooxidacidon. Se le ha implicado en la
inhibicion de la respiracion y el metabolismo energético al inhabilitar enzimas del ciclo
de Krebs y de la cadena de transporte electronico (aunque inicialmente se le implico en
la inhibicién de la cis-aconitasa, quien realmente la inactiva es el peroxinitrito), esta
inhibicion es facilmente reversible, con lo que puede actuar en los procesos reguladores
que controlan la utilizacién del oxigeno tisular”'. También puede inhibir de manera
reversible la citocromo-c oxidasa®*!, por lo que se le ha propuesto en la regulacién de la
respiracion mitocondrial, una accion que podria estar implicada tanto en sus efectos
fisioloégicos como patoldgicos, dado que puede incrementar temporalmente el escape de
radical superoxido desde la cadena de transporte electrénico. El 6xido nitrico a altas
concentraciones puede sufrir autooxidacion generando NO,, y ademads si reacciona con
la superoxido dismutasa mitocondrial, el radical superdxido no eliminado, puede hacerlo
con el oxido nitrico y formar peroxinitrito, el cual dafiaria la mitocondria de manera
srreversible! 33155:218233
La inhibicién de la ribonucledtido reductasa que cataliza la sintesis de los desoxi-
ribonucleotidos del ADN, posee centros activos con capacidad potencial para reaccionar
con el 6xido nitrico, inhibiendo en ese caso la sintesis de ADN y la division celular, lo
cual puede ser un mecanismo antitumoral.

Debido a sus efectos citotoxicos también estd implicado en la defensa no especifica del
huésped contra numerosos patdgenos, nitrosando los 4cidos nucleicos y uniéndose a
enzimas que poseen grupo hemo, incluyendo las implicadas en la respiracidon celular; y
contra las células tumorales, aunque hay quien opina que la accion antitumoral de los
macrofagos activados se debe mas al peroxinitrito que al 6xido nitrico.
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Reaccion con radicales o especies reactivas del oxigeno

Se ha observado que los radicales alquilo (R®), alcoxilo (RO®) y alquilperoxilo (ROQO®),
reaccionan rapidamente con el oxido nitrico (k = 2 x 10° M s7), produciéndose
peroxinitritos orgdnicos considerados como especies no radicales derivadas del

171,238

nitrégeno , y mucho mas estables que el peroxinitrito:

ROO®*+NO* —— ROONO Reaccién 44

El radical peroxilo reacciona 10° veces mas rapido con el 6xido nitrico que con los
lipidos, lo que puede implicar la terminacion de las reacciones en cadena de la
peroxidacion lipidica. Esto puede ayudar a entender el efecto beneficioso del 6xido

nitrico en este proceso.

Ya se ha comentado ampliamente la reaccion entre el oxido nitrico y el radical
superdxido. Es probable que la reaccion entre ambos para formar peroxinitrito, tenga un
papel crucial en la regulacion de las concentraciones de los dos primeros, y por ende en
los efectos bioldgicos derivados de sus acciones. Esto le da al peroxinitrito una
relevancia en la organizacién de funciones fisioldgicas vitales a concentraciones
nanomolares; sin embargo, a mayores concentraciones, puede oxidar biomoléculas con
consecuencias patoldgicas importantes®>>°.

El 6xido nitrico puede reaccionar con el radical hidroxilo a una gran velocidad (k=1 x
10" M s™) dando 4cido nitroso (HNO,), considerado una especie reactiva del nitroégeno
no radical:

NO*+°*OH —— HNO;, Reaccion 45

Ya hemos comentado la reaccion entre el 6xido nitrico y el didxido de nitrégeno (ver
reaccion 40, pagina 47) (k=2 x 10° M s™.

Puntualizar que a pesar de lo expuesto, el 6xido nitrico no reacciona con todos los

radicales libres.

También puede reaccionar con el perdxido de hidrogeno y producir radical hidroxilo.

NO™ + H,0, > ‘OH+OH + HNO; Reaccion 46
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Efectos indirectos

Los efectos indirectos son aquellos que derivan de la quimica de las ERDON. Por tanto
requieren una reaccidn previa ente el dxido nitrico y el oxigeno o el radical superoxido
para formar NO, (especies reactivas del éxido nitrico derivadas de su oxidacion por el
oxigeno molecular) en el primer caso y peroxinitrito en el segundo. Estos efectos
implican a la quimica de las ERDON: oxidacidn, nitrosacion y nitracion. La quimica
oxidativa consiste en quitar uno o dos electrones del substrato asi como reacciones de
hidroxilacién. La nitrosacion sucede cuando un equivalente del NO' se afiade a una
amina, un tiol o a un grupo aromadtico. Y por ultimo, la nitracién de los grupos
aromaticos implica la adicién de un equivalente del NO," (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 bioldgicas: alteran proteinas afectando a la actividad de una gran variedad de
enzimas, inician la peroxidacién lipidica y dafian el ADN con consecuencias
potencialmente perniciosas®'****. Aunque el peroxinitrito a concentraciones nanomolares
ha mostrado que no es capaz de dafiar la célula endotelial, y si tener un efecto protector
en la lesion por reperfusion al inhibir la exteriorizacion de P-selectina y la consiguiente
interaccion leucocito — célula endotelial®*.

Ya hemos comentado que la formacién de especies derivadas de la oxidacién del 6xido
nitrico incrementa exponencialmente con la concentracidon de este ultimo. Dado que el
oxigeno generalmente se encuentra en exceso in vivo, el 0xido nitrico es la sustancia
limitante en la reaccidon de autooxidacidn. La concentracion de este tltimo esta limitada
in vivo, por el consumo del mismo mediante vias asociadas con los efectos directos:
metabolismo mitocondrial, captacion por parte de la oxihemoglobina, etc.; las reacciones
que conducen a la formaciéon de ERDON requieren condiciones especificas en las que
haya una concentracion local elevada de 6xido nitrico. La riqueza en la bioquimica del
oxido nitrico puede atribuirse a la gran variedad de ERDON.

El 6xido nitrico puede interaccionar con las proteinas del plasma formando S-nitrosotio-
les, el mas importante de los cuales es el que forma con la albumina. Estos no son
inactivados por la hemoglobina de los hematies, y tienen una vida media aproximada de
40 minutos, por lo que se pueden detectar en plasma a concentraciones 3 6 4 6rdenes de
magnitud mayor que el 6xido nitrico libre**. Previamente se ha hecho referencia a la
formacién de S-nitrosohemoglobina®’. Los S-nitrosotioles formados en los tejidos y
sangre pueden servir como formas sustitutas de 6xido nitrico o como reservorios del
mismo, ya que liberan 6xido nitrico por un periodo de tiempo y activan la guanilato

ciclasa soluble in vivo. Es probable que a pH fisioldgico, el 6xido nitrico no reaccione
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tan facilmente con los grupos tiol para formar S-nitrosotioles, y si lo hagan las especies
derivadas de su oxidacion por los que tienen una mayor afinidad. Ya se ha comentado
anteriormente que el NO, 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
NO; es 10° veces mayor que hacia los acidos nucleicos, y 10° veces mayor que hacia
otros aminoacidos excepto la tirosina. En éste contexto, el glutation puede servir como
un eliminador de NO, y peroxinitrito, contribuyendo por tanto en la destoxificacion de
ERDON**?, que afectarian negativamente a las proteinas que poseen grupos tiol criticos
para su funciéon®”.

Son por tanto especialmente importantes, las interacciones con grupos tiol de las
proteinas, que pueden alterar su actividad, sobre todo en aquellas que contengan un
grupo tiol critico para su funcion, pudiendo contribuir a la citotoxicidad mediada por
oxido nitrico. Moléculas reguladoras candidatas a sufrir nitraciéon de los grupos tiol
incluyen: proteinas implicadas en los procesos de transduccion de sefiales, receptores
como el NMDA (N-metil-D-aspartato), proteinas G, proteina quinasas, proteinfosfatasas,
proteasas, ... ~°. Las ERDON pueden inhibir la actividad de la ribonucleétido reductasa,
la proteina quinasa C, y la citocromo P450. En esta ultima, a diferencia del 6xido nitrico
las ERDON lo hacen de manera irreversible. Se ha propuesto que la ADP-ribosilacion
del gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) estd mediada por el 6xido nitrico,
via formacién de un S-nitrosotiol. Inhiben proteinas reparadoras del ADN’' como la
ADN alquiltransferasa (que repara los residuos O°-metilguanina y O°-metiltimina), o la
proteina Fpg (que repara el dafio oxidativo del ADN), las cuales poseen grupos tiol en su
sitio activo. El peroxinitrito suprime el metabolismo de la 5-lipoxigenasa, el cual ademas

puede S-nitrosilarla®™.

Aunque algunas enzimas pueden no afectarse en presencia de 6xido nitrico, peroxinitrito
o NO,, si pueden hacerlo los productos derivados de su actividad. Por ejemplo, no afecta
la oxidacion de la hipoxantina a acido urico por la xantina oxidasa, pero tiene efecto
sobre la produccion de superdxido, el cual puede reducir su concentracion®”.

También pueden inestabilizar las uniones de los metales'>*** incrementando la

concentracion intracelular de complejos con metales de transicion de bajo peso

molecular promoviendo la toxicidad celular.

Las reacciones directas del 6xido nitrico con componentes de la mitocondria y con la
hemoglobina, previenen la formacion de estas especies, lo mismo que antioxidantes
endogenos como el glutation y el ascorbato pueden tener un papel critico al captar estas
ERDON, previniendo su toxicidad.
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Resumiendo, la bioquimica del 6xido nitrico se puede simplificar con una razonable
aproximacion a solo tres reacciones principales: su unién con el hierro ferroso del grupo
hemo en la guanilato ciclasa soluble para activar el GMPc, su eliminacién mediante la
reaccion con la oxihemoglobina y, la formacion de especies reactivas derivadas del éxido
nitrico. Ciertamente estas tres reacciones son una simplificacion, pero un resumen
razonable. La difusion es esencial para entender la capacidad del 6xido nitrico de actuar

. . . . . 1, .« 155
como un modulador local, y es un determinante principal de su vida media bioldgica ™.

Mecanismos de defensa antioxidante y lesiéon dependiente del 6xido
n"t”-co153,155,171,218,255

Se ha escrito mucho sobre los efectos potencialmente téxicos del 6xido nitrico, aunque
la mayoria de ellos son, lo mas probable, mediados por productos derivados de su
oxidacion.

El 6xido nitrico, el peroxinitrito y las especies reactivas del oxigeno tienen la capacidad

. . s . 35,132-135,254
de liberar hierro de los depdsitos tisulares™™ :

, pudiendo entonces participar en la
peroxidacidn lipidica y relacionarse con el proceso de lesion tisular. Ya se ha comentado
la posibilidad de que las especies derivadas del ¢6xido nitrico 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 oxigeno.
Apuntar que estos complejos con el tiempo se descompondran después de ser liberados
por las células, y si no se dan las condiciones necesarias para su regeneracion, se liberara

: : - S 153,241
el hierro pudiendo participar en la lesion tisular ~

, especialmente en situaciones como
la inflamacidon en donde se producen especies reactivas del oxigeno. El 6xido nitrico
posee la capacidad tanto de proteger a las células de los efectos toxicos mediados por
reacciones tipo Fenton, al prevenir la formacién de poderosos oxidantes; como de
potenciar la lesién oxidativa tisular mediada por el hierro®'**; dependiendo en ultima

instancia de la cantidad de 6xido nitrico y del estado antioxidante.

Ademas de sus acciones citotdxicas, el 6xido nitrico también actua como citoprotector.
Posee propiedades antioxidantes, al captar y prevenir la formacidn de especies reactivas
del oxigeno, suprimiendo el estrés oxidativo™°. El flujo de 6xido nitrico que se requiere
para ello es tan bajo como 1-5 uM, pudiendo considerar los efectos antioxidantes se
como efectos directos del o6xido nitrico. Esto sucede si el peroxinitrito y los productos
derivados de él son menos toxicos que las especies derivadas desde el radical superoxido
(radical hidroxilo, acido hipocloroso, cloraminas, etc.), ya que uno de los principales
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mecanismos de lesion asociada con la produccidn de 6xido nitrico in vivo es debido a la
reaccién de éste con el radical superoxido, en la que se forma peroxinitrito® 234 ¢]
cual oxidaria y nitraria una gran variedad de biomoléculas con consecuencias
patolégicas®™. El peroxinitrito puede alterar la superoéxido dismutasa, inhibiéndola
mediante la nitracidén de la tirosina, ésta a su vez en condiciones normales reduce la
formacidn de peroxinitrito, ya que el superdxido es el factor limitante en su formacion.
La oxidacion de los grupos tiol del glutation agota en mayor o menor medida un
importante mecanismo antioxidante, pero también actiia evitando la accidén del
peroxinitrito. El desbordar las defensas antioxidantes incrementa la posibilidad de
alteracion y destrucciéon de macromoléculas criticas tales como el ADN, enzimas,
proteinas estructurales, polisacaridos y fosfolipidos de membrana. El dafio de los
componentes intracelulares mediado por el peroxinitrito estd limitado por la superoxido
dismutasa y el glutation’' 26230332222 13 hemoglobina y el 4cido turico lo pueden
hacer en el medio extracelular™>***.

El oxido nitrico protege contra la toxicidad mediada por las especies reactivas del
oxigeno derivadas del sistema hipoxantina/xantina oxidasa. En la isquemia/reperfusion,
a medida que aumenta la concentracién de 6xido nitrico, la magnitud de la oxidacion
disminuye. Cuando se genera 2 o 3 veces mas o0xido nitrico que radical superoxido, el
primero actia como un mecanismo de defensa antioxidante aboliendo las acciones del
peroxinitrito*®. Sin embargo, altas concentraciones de 6xido nitrico reaccionarian con el
oxigeno molecular (autooxidacion) produciendo NO, con la posibilidad de inhibir

proteinas con las correspondientes consecuencias.

El 6xido nitrico también puede reaccionar rapidamente con radicales derivados de la
peroxidacion lipidica, y a pesar de encontrarse en la pared arterial a una concentracion
aproximadamente 100 veces menor que el a-tocoferol, lo hace de una manera mas
efectiva'’’.

Ya se ha apuntado la participacion del 6xido nitrico en la inmunidad y la inflamacidn,
pudiendo representar una parte de la lesion tisular. Puede ser tanto citostatico como
citotdxico, no sélo para los microorganismos invasores sino también para las células que
lo producen y las células vecinas. Por tanto, es probable que el 6xido nitrico tenga una
aportacion multifactorial en las reacciones inflamatorias, yendo desde la vasodilatacion
y formacion de edema, a través de la modulacion de las terminaciones nerviosas, la
actividad de los leucocitos, hasta la citotoxicidad celular'®.

Ademas, la descomposicion del radical superdxido por parte del 6xido nitrico producido
por las células endoteliales, puede actuar como un modulador endégeno regulando la

204,257

homeostasis de la barrera intestinal®'’, la reactividad de los leucocitos , y las
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interacciones entre el leucocito y el endotelio vascular, inhibiendo la adhesion
202,258-260

leucocitaria
En resumen, la toxicidad del 6xido nitrico es modesta, deriva fundamentalmente de sus
metabolitos oxidados (ONOO , NO;°,...), cuando las acciones de éstos exceden la
capacidad celular de destoxificarlos. El glutation interacttia con las especies reactivas
derivadas de la oxidacion del 6xido nitrico convirtiéndolas en otras menos toxicas. La
deplecion del glutation, la inhibicion de la superoxido dismutasa mitocondrial, y quizas
la pérdida de otros mecanismos defensivos antioxidantes pueden provocar un aumento
en los niveles enddgenos de especies reactivas del oxigeno producidas normalmente por
el metabolismo, lo cual es probable aumente la toxicidad del o6xido nitrico. Por este
medio las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno pueden actuar conjuntamente y
causar peroxidacion lipidica, romper las cadenas de ADN y producir lesiones
irreversibles y muerte celulares. Por otro lado, el 6xido nitrico protege del estrés oxidativo
provocado por el radical superdxido, peréxido de hidrégeno y alquilperdxidos. Hay varias
reacciones quimicas que pueden explicar estos efectos protectores, tales como la
prevencidn de la oxidacién del grupo hemo por parte del peroxido de hidrogeno, inhibicion
de las oxidaciones tipo Fenton, y la disminucion de la peroxidacion lipidica. Todo junto
muestra que el 6xido nitrico a bajas concentraciones protege claramente contra la toxicidad
mediada por los peréxidos™”.

El éxido nitrico y la enfermedad91,102,151-154,157,165,166,169-172

La amplia distribucion de la NOS y las diversas acciones del 6xido nitrico, sugiere que
alteraciones en su sintesis pueden estar implicadas en la fisiopatologia de numerosas

enfermedades. Ya sea tanto por un incremento, o una disminucién en su produccion.

Sin pretender una presentacion exhaustiva, la produccién excesiva de oxido nitrico
puede ser importante en diversas enfermedades neurodegenerativas, artritis reumatoide,
colitis ulcerosa, estenosis pilorica hipertrofica, cirrosis, sindrome del distrés respiratorio
del adulto, asma, choque séptico, cancer, entre otras. Por otro lado, se observa una
menor produccidn en pacientes con hipercolesterolemia y otros factores de riesgo de
aterosclerosis como la hipertension arterial, pudiendo contribuir a la aterogénesis,

situacion en la que ha mostrado su beneficio la administracion de L-arginina.

Las células endoteliales vasculares, pueden producir 6xido nitrico y radical superdxido,
lo mismo que los leucocitos adheridos a éstas, con la posible interaccion entre ambos, y
las posibles consecuencias ya descritas, reguladoras o téxicas. El 6xido nitrico es un
factor protector contra la arteriosclerosis al inhibir la peroxidacion lipidica mediada por
los metales, la lipooxigenasa, y prevenir la agregacion y adhesion leucocitaria.
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Como se describe en el siguiente capitulo, el 6xido nitrico también estd implicado en el

sindrome de isquemia/reperfusion.

Lesién por isquemial/reperfusion?®°!261-266

Desde hace muchos afios se han evaluado las consecuencias funcionales que produce la
falta de suministro de sangre a un tejido. Se asumia que la lesion se producia durante el
periodo de hipoxia, y uno de los factores era la deplecion de ATP (adenosintri-
fosfato)?*’"?. Por ello, la restitucion rapida del flujo sanguineo a los tejidos isquémicos
es esencial para detener la progresién de la lesion celular asociada a un aporte de
oxigeno y nutrientes disminuidos®”®. Considerar unicamente esto, implicaria que acortar
al maximo el periodo de isquemia seria la nica intervencion importante para disminuir
el grado de lesidon. Sin embargo, en la reperfusion se inician una serie de reacciones
complejas que paradodjicamente lesionan mas los tejidos isquémicos, limitando su
recuperacion*® 22" A esto se le conoce desde 1951 como la paradoja del oxigeno™®,
pese a que los primeros en aplicar este término fueron Ruff y Strughold en 1939, Sin
embargo, fue en 1973 cuando Hearse y cols.*®' hicieron referencia por primera vez al
concepto de lesion por reoxigenacién, y Fridovich® en 1979 implicando a las especies
reactivas del oxigeno como factores causales.

Por lo tanto, hay basicamente dos eventos que pueden inducir la lesion tisular intestinal
en situaciones de isquemia: la hipoxia y la reperfusion. Si bien es cierto que la isquemia
producird en ultima instancia la muerte tisular, si tiene una duracion y severidad

273,282

suficientes , el término “lesion isquémica” en muchos casos es una denominacidon

equivocada.

La tolerancia a la hipoxia de los diversos tipos celulares, difiere dependiendo de las
necesidades metabdlicas y de los mecanismos adaptativos propios de cada tejido. Por
ello la hipoxia transitoria (no prolongada) puede, no tener consecuencias aparentes, O
acompafiarse de una mayor resistencia a las consecuencias nocivas de un posterior
periodo de hipoxia (condicionamiento isquémico), o ir seguida de una recuperacion, o de

un agravamiento de la lesion celular (lesion por reoxigenacion).
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Definicion

La lesion por reperfusion es el dafio que se le produce a un 6rgano o tejido durante la
restitucion del flujo sanguineo, tras un episodio de isquemia. Aunque para ser mas
exactos deberia decirse que es la hipoxia y no la isquemia la que determina el grado de
lesion durante la reperfusion de los tejidos isquémicos, o mejor, durante la reoxigenacion
de los mismos. Esto puede distinguirse de la lesion causada por la isquemia per se,
aunque las condiciones necesarias para causar la lesidn por reperfusion se generan
durante el periodo isquémico”®'*%%,

Pese a que se han propuesto diversos mecanismos para explicar la patogénesis de la

lesion debida a la isquemia y posterior reperfusion (cambios en la tension del oxigeno
53,136,146,290

tisularzgé, pH286'288, Vasocongestién48’278’282’289, catecolaminas , acumulacion de
. L 1. - 146291294 .,
metabolitos  del  4acido  araquidénico'***'*  activaciéon de  proteasas
47,295,296

1297-299

intracelulares , proteasas pancredticas en la luz intestina , cambios en la

146,300-303 308
3

homeostasis del calcio , activacion de la fosfolipasa A,******"7 histamina

entre otros’'), la mayor parte de la atencion se ha enfocado en la contribucion de las

46,48,264-266,309-315 . 48.55266,316-319
o ’ , de los leucocitos™ 7™

especies reactivas del oxigeno , y del 6xido

nitri00190’225’248’266’315’320'324.

Mecanismos de la lesidon por isquemia/reperfusion en el intestino delgado

Especies reactivas del oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno tienen un importante papel en la disfuncion

microvascular y lesion de las células parenquimatosas, que se observa tras la reperfusion

y . S . 325-328 . 329-331 .
de los tejidos y Odrganos isquémicos (estdbmago , pulmon , musculo
332-334 143,335,336 . 146,301,337-344

, corazon ,

. - 46,262,275,277,278,295,311-315,359-361
, € intestino delgado™~"="""%7> ’ )

, en el sindrome compartimetal””, higado
348353 354-358

esquelético

s~ 7 345-347

rinén , pie , sistema nervioso

b
los cuales deben exponerse al oxigeno molecular en la reperfusion para que se produzca
la lesion celular®’#!22%333 En este periodo se inician una serie de procesos que generan
especies reactivas del oxigeno, que las implica como responsables primarios de la

. . 46,48,49,261,265,309
mencionada lesion™™ )

Este concepto esté respaldado por:

1. Utilizando diferentes técnicas, se pueden detectar de una manera directa diferentes
especies reactivas del oxigeno en los tejidos reperfundidos'***2=70 A su vez,
encontrar en los tejidos postisquémicos productos derivados de la peroxidacion
lipidica (por ej. malondialdehido, hidroperdxidos lipidicos, 4-hidroxinonenal, dienos
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conjugados), glutation oxidado y proteinas plasmaticas oxidadas, son pruebas

o Lo 82.83.88,145,304,310,334,371-379
indirectas de esta implicacion™ """ 72 .

2. La exposicidon de los tejidos a sistemas que generan especies reactivas del oxigeno

exdgenas en ausencia de isquemia/reperfusion, produce cambios estructurales y

. . .. . , . 2 384
funcionales semejantes a los observados en los tejidos postisquémicos® > =038,

3. El tratamiento con sustancias que limitan la produccion de oxidantes (por ej. los

I - - . 1257,275,276,283,296,373,385-391
inhibidores de xantina oxidasa tales como el alopurinol®’?7>276:283:296.373. , su

1312,374,386 385

metabolito oxipurino , 0 pterin aldehido™"), o que eliminan especies reactivas

del oxigeno después de ser producidos (por ej. superoxido dismutasa, catalasa,....),
atentian la lesion por isquemia/reperfusion?®!!7257275278287.359.373.378.379.389.392393 |
observar que la administracién de eliminadores de radical hidroxilo o quelantes de
hierro, son tan efectivas como la superdxido dismutasa o el alopurinol en reducir la
disfuncién del tejido postisquémico, hace pensar que el radical hidroxilo, contribuye

. . : - . - 276,295,359,373,394
en la patogénesis de la isquemia/reperfusion del intestino delgado®’®***2>%2733%,

4. La utilizacién de animales transgénicos (mutantes) que en condiciones normales

poseen una mayor cantidad de superdxido dismutasa, muestran una mayor proteccion

378,395-397

contra la lesiébn por isquemia/reperfusion Asimismo, la inactivacion

funcional del gen Sod I en ratones, los hace mas vulnerables a la lesiébn por

isquemia/reperfusion®”®.

Aunque hay diversas fuentes potenciales de especies reactivas del oxigeno en los tejidos
postisquémicos la mayor parte de la atencion 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 lesion en el intestino debida a
isquemia/reperfusion, se observd que se producia un aumento en la permeabilidad

vascular fundamentalmente durante la fase de reperfusién y podia bloquearse con la

46,278 2

. . _ . ‘o . 39
administracion previa de las enzimas superoxido dismutasa y catalasa™”, o de

275,276
17,7

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

del oxigeno en el dafio mucoso observado.

Xantina oxidoreductasa®®**°4%

La xantina oxidoreductasa de los mamiferos existe en dos formas interconvertibles
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Figura 4. Esquema del mecanismo fisiopatologico de la lesidn por isquemia/reperfusion. ATP:
adenosintrifosfato, ADP: adenosindifosfato, AMP: adenosinmonofosfato, IMP: inosinmonofosfato, O,:

oxigeno molecular, O,°: radical superdxido, H,O,: peroxido de hidrégeno, *OH: radical hidroxilo, H,O,:
perdxido de hidrogeno, H,O: agua, NO*: 6xido nitrico, NOy: especies reactivas del éxido nitrico derivadas
de su oxidacion por el oxigeno molecular, ONOO : peroxinitrito, ONOOH: acido peroxinitroso, NOs :
nitrato, NO,": didxido de nitrogeno, HNO,: acido nitroso, ROO®: radical peroxilo, RO®: radical alcoxilo,
ROONO y RONO: peroxinitritos organicos especies no radicales derivadas del nitrégeno, HOCI: 4cido

hipocloroso, RNH,: aminas primarias, RNHCI: 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 cataliticamente independientes. Cada una de estas se compone de tres dominios
que contienen cuatro centros redox, un dominio N-terminal (20 kDa) con dos grupos
Fe;S;, un dominio central FAD (dinucledtido de flavina y adenina) (40 kDa), y un

50,400-402 .
’ . Estas enzimas

dominio C-terminal con un cofactor molibdeno (85 kDa)
contienen alrededor de 1330 aminodacidos, cuya secuencia mantiene una homologia de
aproximadamente un 90 % entre las enzimas de la rata y de los humanos*”’. La xantina
oxidasa y la xantina deshidrogenasa muestran reactividades diferentes hacia el oxigeno
molecular y el NAD', prefiriendo el primero la xantina oxidasa y el segundo la
deshidrogenasa***,

El ciclo catalitico incluye la hidroxilacidon oxidativa de substratos como la hipoxantina y
xantina al reaccionar con el molibdeno, aunque de manera excepcional el NADH entrega
su electron al FAD. A su vez, la reduccion del NAD" o el oxigeno molecular tiene lugar

en el FAD*0402,

Distribucion

La xantina oxidasa se encuentra ampliamente repartida entre las especies, desde

399

bacterias hasta el hombre™”. Aunque para ser mas exactos debemos especificar que en

los tejidos no isquémicos la forma predominante es la xantina deshidrogenasa o tipo

D¥#4493406 gy distribucion también es muy amplia, detectable en el plasma®’*'°,

1412 macrofagos'’, y en las células parenquimatosas de multiples tejidos (el

leucocitos
intestino delgado, higado, pulmoén, células epiteliales de la glandula mamaria y
consiguientemente en la leche de determinados mamiferos, son particularmente ricos) y
en el endotelio vascular, menos en el de los grandes vasos, tanto arterias como venas y

414 observan una casi nula actividad xantina oxidasa

endocardio®™**"*. Wajner y Harkness
en el cerebro y corazén, 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

41

T 5 .
epiteliales de la mucosa™ °, 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 versatil, participa en la oxidacién de una amplia variedad de



Introduccion. Lesion por isquemia/reperfusion 67

substratos tanto enddgenos (por €j. purinas) como exogenos (por ¢j. alcohol). Su funcién
mas reconocida es como factor limitante de la degradacidon de los é&cidos nucleicos,
durante la cual las purinas son oxidadas hasta acido urico.

Mucho menos conocida es la capacidad de la xantina oxidoreductasa para catalizar la
reduccion de los nitratos y nitritos a 6xido nitrico, en presencia de NADH, bajo
condiciones de hipoxia. Esto junto con la localizacion vascular del enzima, sugiere que
la xantina oxidoreductasa puede contribuir como fuente de 6xido nitrico a partir de
nitratos y nitritos endogenos 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 complementaria*'®. Los nitratos y nitritos inorganicos aceptan electrones del
centro molibdeno, en contraste de los nitratos organicos, que son reducidos en el centro
FAD*”.

La activacién de la xantina oxidasa desde la xantina deshidrogenasa (concepto que se
discute mas adelante), no sucede sélo en respuesta a proteasas e isquemia, sino también
a una variedad de mediadores proinflamatorios (factor de necrosis tumoral alfa —“TNFo—,
interleucina-3, componente del complemento C5a, ...). Por lo que en condiciones
fisiologicas la xantina oxidasa puede formar parte de un mecanismo defensivo
antimicrobiano, dada su capacidad de producir radical superoxido y perdxido de
hidrégeno; y en presencia de nitritos, 0xido nitrico, que al reaccionar con el radical
superoxido originard peroxinitrito. Las especies reactivas del oxigeno derivadas de ésta
iniciarian una respuesta inflamatoria en la microvasculatura facilitando la destruccion de
patogenos circulantes, pero que en el caso de la isquemia/reperfusidon tiene unas
connotaciones lesivas. Esta propiedad justifica su distribucién y la gran cantidad de
enzima presente en el epitelio intestinal, tracto biliar, leche materna®**"*. El éxido nitrico
a su vez es capaz de inactivar la xantina oxidasa al reaccionar con un grupo tiol esencial

del centro molibdeno reducido*”.

Otra dualidad del enzima es la ya comentada capacidad de producir potentes oxidantes,
92,124-126

pero también genera 4cido Urico, un potente antioxidante
La estimulacidon celular con citoquinas como el interferon-y inducen la sintesis de
xantina deshidrogenasa, aunque al mismo tiempo produce una inhibicidon
postranscripcional de la actividad de la xantina deshidrogenasa y xantina oxidasa, debido
a la produccion de 6xido nitrico, también inducida por la mencionada citoquina, el cual
puede reaccionar con los grupos Fe;S; o los grupos sulfhidrilo de la xantina oxidasa
inhibiendo su actividad'®’. La inactivacién de la xantina deshidrogenasa y xantina
oxidasa puede representar otro aspecto protector del oxido nitrico en el lugar de la
inflamacion.
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Ademads, la xantina oxidasa tiene una funcidon importante en la absorcidon del hierro a

138 (yeids frpi a 137
. Oxidandolo a su estado férrico °' promueve

nivel de la mucosa del intestino delgado
. . . 138 . .

su incorporacion a la transferrina de la mucosa ™. La xantina deshidrogenasa, que no

tiene capacidad ferroxidasa'’’, esta implicada en la movilizacion del hierro desde las

.. l ]
reservas de ferritina'>>!’

, lo mismo que la xantina oxidasa en condiciones de
anaerobiosis, mediante un mecanismo independiente a la produccion de radical
super6xido™*®. Ghio y cols.*"® informan que la concentracién de hierro a su vez regula
los niveles y la actividad de la xantina oxidoreductasa en el pulmdn siguiendo una
correlacion positiva, sin causar conversion de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa.
Algo que ya habia sido descrito respecto a la xantina oxidasa intestinal. Esto sugiere la
posibilidad que la produccion de 4cido urico uno de los principales captadores de hierro
en el liquido extracelular, estd directamente influenciado por el mismo hierro, por

regular la expresion y/o actividad de su enzima productora, la xantina oxidasa.

Isquemia/reperfusion y especies reactivas del oxigeno derivadas de la xantina oxidasa

El mecanismo de la lesion por reperfusion en el intestino delgado mediado por la xantina

oxidasa fue propuesto por Granger y cols. en 1981

. Esto se basa por un lado en el
descubrimiento de McCord y Fridovich* en 1968, que la xantina produce radical
superdxido cuando se oxida en presencia de xantina oxidasa; y por otro lado, que la
hipoxantina derivada de la degradacién del ATP se acumula en los tejidos y plasma
durante la hipoxia®'>*’. Postulan®™ la importancia del sistema hipoxantina/xantina
oxidasa en la lesion por hipoxia/reoxigenacion en el intestino delgado. Esta observacion
ha sido corroborada por numerosos trabajos basdndose en la observacion que el
alopurinol, un potente inhibidor competitivo de la xantina oxidasa, proporciona
proteccion contra la lesion por reperfusion comparable a la ofrecida por los eliminadores

de especies reactivas del oxigeno (ver referencias bibliograficas en la pagina 64).

Durante la isquemia se detiene la fosforilacion oxidativa mitocondrial, rompiéndose el
equilibrio entre el consumo y la formaciéon de ATP, debido a las bajas concentraciones
de oxigeno. La produccion celular de ATP se hace dependiente de la fosforilacion
anaerobia, la cual sélo compensa en parte la disminucioén de éste, con la consiguiente
formacion de lactato a partir de glucosa. Esto da lugar a niveles elevados de lactato y
NADH (nicotinamida adenindinucledtido reducido), y bajos de NAD" (nicotinamida
adenindinucleotido), lo que determina la inhibicién de la glucolisis y la caida de los
niveles de ATP y ADP (adenosindifosfato) mientras su consumo atin contintia (se observa
una deplecion completa de ATP intestinal a los 20 minutos de isquemia, por lo que en
isquemias mas prolongadas no se observan descensos adicionales)’’'*’?. Aunque, Siems

4 . . , . . . ., . , .
y cols.”” indican una rapida disminucién de las concentraciones de los nucleétidos ATP y
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GMP tras el comienzo de la isquemia, sin embargo discrepan en el sentido que no aprecian
una completa deplecion de estos metabolitos en las células epiteliales de mucosa intestinal.

Lo mismo que Salzman y cols.*”!

que tras 120 minutos de isquemia hallan una marcada
disminucion de los niveles de ATP, pero que no es total. Lo que si esta claro es (figura 5)
el catabolismo del ATP a AMP (adenosinmonofosfato), posteriormente a adenosina, y
esta ultima es degradada a inosina e hipoxantina®*’~"’. Una via alternativa desde el AMP

es a través del inosinmonofosfato (IMP) hasta la hipoxantinazn,

ATP
Trabajo mecanico Fosforilacion oxidativa
Biosintesis Glicolisis, o
Transporte activo PCr — Cr
ADP
P, \|— ADP
ATP ADP ATP
AMP < &J > Adenosina
N A
GDP <
GTP —/
Via sintética ’
> IMP %,
Inosina @
PP;
PRPPjA v /
Hipoxantina > Adenina
4
Xantina

4

Acido trico

Figura 5. Representacion esquematica de las vias biosintética, de degradacion y recuperacion de las
purinas en la isquemia aguda®’”. ATP: adenosintrifosfato, ADP: adenosindifosfato, Pi: fosforo inorganico,
PCr: fosfocreatina, AMP: adenosinmonofosfato, Cr: creatina, GDP: guanosindifosfato, GTP:

guanosintrifosfato, IMP: inosinmonofosfato, PPi: pirofosfato, PRPP: 5-fosforibosil-1-pirofosfato.

Entre todos los tejidos la mucosa de la vellosidad intestinal contiene la mayor
concentracion de xantina deshidrogenasa, a la cual corresponde entre el 80 y el 90 % de
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47,406

la actividad xantina oxidoreductasa total en el tejido sano La xantina

deshidrogenasa metaboliza a la hipoxantina hasta 4cido urico en dos pasos. Utiliza el

N
NAD" como cosubstrato receptor de electrones®””*%*.

xantina deshidrogenasa

hipoxantina + H,O + NAD" > xantina + NADH + H"  Reaccion 47

xantina deshidrogenasa

xantina + H,O + NAD" > acido urico + NADH + H™  Reaccion 48

La xantina deshidrogenasa, al igual que la xantina oxidasa (ver reacciones 49 y 50,
pagina 73), también puede producir radical superdxido cuando utiliza la hipoxantina o la
xantina, y el oxigeno molecular como substratos. De hecho la xantina deshidrogenasa,
por si misma, es considerablemente mds eficiente que la xantina oxidasa en la

- : [ 1 403,422,423
produccion de radical superdxido™ "~

, pero en condiciones normales las células
tienen grandes cantidades de NAD", el cual competiria con el oxigeno molecular, y dado
que la xantina deshidrogenasa tiene mayor afinidad por el primero que por el segundo, la
produccion de radical superdxido por este enzima en condiciones fisioldgicas no tiene

. 4004
tanta relevancia****%,

Conversion de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa

Tras un periodo de isquemia intestinal, y como consecuencia de la deplecion de ATP la
actividad de la Ca™ -ATPasa decrece, aumentando la afluencia de calcio intracelular®*? 03,
lo cual provoca que la xantina deshidrogenasa en el intestino sea convertida, por
proteolisis, de manera irreversible a xantina oxidasa®”********* La proteolisis lo que
hace es eliminar un fragmento polipeptidico N-terminal (20 kDa) de una de las
subunidades*”. Este sin embargo no es esencial para la actividad oxidasa, pero si parece
ser esencial para mantener la conformacién enzimatica requerida para la unioén e
interaccion apropiada con el NAD" (referencias 425 y 424). Un inhibidor de la tripsina
proporciona in vivo una proteccion contra la lesidon por isquemia/reperfusion,
equiparable a los tratamientos con superdxido dismutasa y alopurinol®””.

El punto mas controvertido en la conversion de la xantina deshidrogenasa a xantina
oxidasa en los tejidos isquémicos es la secuencia temporal. Segun algunos trabajos esta

47,262,364 .
7262364 "En otros estudios, en algunos

conversion es maxima después de pocos minutos
tejidos y varias especies de animales se ha visto que la conversion de xantina
deshidrogenasa a xantina oxidasa ocurre mucho mas lentamente y solo se hace evidente
después de varias horas de isquemia’®*7**** Ya se ha comentado la escasa actividad
xantina oxidasa, y la abundante xantina deshidrogenasa en tejidos como el cerebro y
corazon, los cuales se dafian facilmente tras la deplecion de ATP. La estabilidad de la

xantina deshidrogenasa a la conversidon oxidativa (ver mas adelante) o proteolitica sugiere
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un mecanismo defensivo contra en dafio causado por la xantina oxidasa*'*. En el intestino
delgado de rata el 50 % de la xantina deshidrogenasa se convierte en xantina oxidasa,
solo tras 2 horas de isquemia®®.

Otros autores™® observan (en cultivos de células del endotelio microvascular pulmonar)
que la conversidon de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa no tan sélo es lenta sino
insignificante, haciéndose mas rapida durante la reoxigenacion, y se reafirman

- L 4827540742
argumentando que muchos de los trabajos referenciados*®*">*74

utilizan para el
estudio un organo entero, el cual sufre periodos de perfusion, aunque limitados y
reducidos, durante los cuales puede aportarse cierta cantidad de oxigeno. Apoya esto la
observacion de que en presencia de determinadas cantidades de oxigeno la xantina

428

deshidrogenasa puede convertirse en xantina oxidasa'=". Hay evidencia que la xantina

deshidrogenasa plasmatica se convierte a xantina oxidasa tras s6lo un minuto de
hipoxia*7*'°.

Harrison*" en su trabajo de revisién comenta que algunos autores que no advierten casi
conversion en estudios in vivo, sugieren que los datos contradictorios sobre este asunto
se pueden atribuir a la homogeneizacion del tejido y demés procedimientos, por el gran
riesgo de la xantina oxidoreductasa a exponerse a proteasas durante el almacenamiento
del tejido y su posterior manipulacion. Meneshian y Bulkley® en otro trabajo de revision
comentan que al intentar aislar el enzima, o en presencia de calor, solventes organicos,
proteasas, baja tension de oxigeno, o bajo ciertas condiciones fisiopatologicas que
incluyen la presencia de diversos mediadores proinflamatorios, se producird la

proteolisis de la xantina deshidrogenasa.

#2242 v Harrison*”” también apuntan que la xantina

Hossain y cols.*’, Sanders y cols.
oxidasa no es esencial para la generacion de especies reactivas del oxigeno por parte de
la xantina oxidoreductasa. Aunque, como ya hemos comentado anteriormente la xantina
deshidrogenasa prefiere donar sus electrones al NAD', ésta también reducira al oxigeno
molecular, aunque de manera menos eficiente que la xantina oxidasa. Ademas, ambas
formas del enzima muestran actividlad NADH oxidasa, con capacidad para generar
especies reactivas del oxigeno, siendo la xantina deshidrogenasa bastante mas eficaz
respecto a esto. Aunque los niveles elevados de NADH en la isquemia pueden servir
para incrementar la produccidon de especies reactivas del oxigeno mediante la actividad
NADH oxidasa de ambas formas del enzima, también se ha argumentado que una
concentracion elevada de NADH inhibiria la xantina deshidrogenas desplazando el flujo
de electrones hacia la xantina oxidasa con la consiguiente produccion de especies
reactivas del oxigeno. En consecuencia, una mayor actividad de la xantina

oxidoreductasa en conjunto independientemente de la relacidbn  xantina
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deshidrogenasa/xantina oxidasa, puede servir para incrementar los niveles de especies
402,422

reactivas del oxigeno
Friedl y cols. observan in vitro una conversion proteolitica rapida (entre 5 y 10 minutos)
en células endoteliales, estimuladas por citoquinas como el componente del
complemento C5a, o el factor de necrosis tumoral®’. En un modelo in vivo, al tiempo de

conversion se le deberia afiadir el de la produccion de estos mediadores inflamatorios.

Terada y cols.”! en su estudio in vitro, basandose en una observacion 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 cronica, que ésta induce un
incremento en la actividad xantina oxidasa, que no implica una conversion irreversible
de la xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa, sino mas bien un incremento en la suma
de actividades de ambas enzimas. Kayyali y cols.*’* en otro estudio in vifro también
observan que la hipoxia, incrementa la actividad xantina deshidrogenasa/xantina oxidasa
independiente de sintesis proteica, para lo cual es necesario la fosforilacion de la xantina

oxidoreductasa a través de un mecanismo que implica a quinasas.

Una explicacion fisica de la conversion no proteolitica de xantina deshidrogenasa a
xantina oxidasa compatible con lo expuesto la hicieron Waud y Rajagopalan en
1976***°, Como ya se ha comentado, la xantina deshidrogenasa es la forma
predominante con aproximadamente 14 grupos sulthidrilos por unidad, en la proximidad
de cada centro activo del enzima***. A medida que se van oxidando los grupos
sulthidrilos se forman puentes disulfuro, con una pérdida concomitante de la actividad
deshidrogenasa. La conformacion del enzima se altera a medida que el numero de
puentes disulfuro aumenta, lo cual va reduciendo su afinidad por el NAD", hasta que
finalmente se pierde la actividad deshidrogenasa formdndose una forma reversible de
xantina oxidasa, la cual posee aproximadamente 4 grupos sulthidrilo. Parece ser que un
numero muy limitado de grupos sulfhidrilo son criticos para mantener la forma
deshidrogenasa, y su oxidacion solo tiene lugar después de la de otros grupos sulthidrilo
de la misma molécula**. Kaminski y Jezewska*® observan que la oxidacién de tan solo
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, esta implicado en la unién del NAD" con el centro activo de la

- . . 434
xantina deshidrogenasa. McManamann y Bain

, en un trabajo reciente demuestran que
la conversidon de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa implica un cambio estructural
global que va unido a una reduccidn en el aparente tamafio hidrodinamico de la xantina
oxidoreductasa. El cambio estructural expone la regién circundante a Phe’®. Cambios
estructurales en esta region, parecen ser criticos en la interconversion entre ambas

formas del enzima. Este trabajo no apoya las conclusiones basadas en la digestion
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proteolitica, en la que alteraciones dentro de la region N-terminal rica en cisteina, por
particion a nivel de Lys'®, es responsable de la conversion de xantina deshidrogenasa a
xantina oxidasa*****.

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 oxigeno como al NAD"
(ambos compiten entre si por el mismo lugar de la molécula) aunque la afinidad es
considerablemente mayor para el ultimo. Este producto intermedio posee, y valga la
redundancia, un nimero intermedio de grupos sulfhidrilo expuestos a la oxidacion™”.

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 polipeptidico de una de las subunidades de 20 kDa, el
cual contiene aproximadamente 10 grupos sulfhidrilo®”’.

Ya se ha apuntado que la hipoxantina se acumula en los tejidos durante la hipoxia como
resultado del catabolismo del ATP!*!143-310367369.41942L429 "Bty huede servir de substrato
tanto de la enzima xantina deshidrogenasa como de la xantina oxidasa. Al no haber
suministro de oxigeno, esta mayor concentracion tisular de hipoxantina no se metaboliza
a xantina y acido urico via xantina oxidasa. Sucede en el momento de la reperfusion,
oxidandose las primeras hasta el ultimo (figura 4, reacciones 49 y 50), todo ello
catalizado por la xantina oxidasa que transfiere (reduce) en un paso los electrones al
oxigeno molecular (en lugar del NAD"), y de esa manera se genera como un producto de

la oxidacién el radical superéxido™*.

xantina oxidasa

hipoxantina + H,O + 2 O, xantina+2 0,° +2 H' Reaccion 49

xantina oxidasa

xantina + H,O + 2 O, acido urico+2 0,° +2 H' Reaccion 50

Justo antes de la reperfusion el sistema xantina oxidasa carece solo de un substrato para
generar especies reactivas del oxigeno, el oxigeno. Al iniciarse, €ste es reintroducido de
repente y en exceso, esto conlleva mediante la reduccién univalente del mismo la
generacion de superdxido™, y/o mediante la reduccion divalente la formacion de
peréxido de hidrogeno™®. El que se siga una via u otra depende del pH, y de la tensién
de oxigeno; el aumento de uno o ambos pardmetros favoreceria la reduccion
univalente™®. Segiin Porras y cols.* cuando se mezcla xantina oxidasa con altas
concentraciones de oxigeno, mediante la transferencia de 6 electrones producira durante
una fase de oxidacion rapida 2 moléculas de H,O,, y 1 molécula de O, * al final de esta
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fase; otra molécula de O,° se produce mas lentamente (la velocidad de esta tltima fase
depende de la concentracion de oxigeno). Ambas especies reactivas del oxigeno en
presencia de hierro pueden formar radicales hidroxilo (reaccion 6 y 7, pagina 8), el cual
parece mediar en la lesion microvascular inducida por isquemia/reperfusion®’®>373-3%,
Considerando que el intestino es una fuente rica en hierro es probable que este catalice la
reaccion de Haber-Weiss (reaccion 4, pagina 7) o de Fenton (reaccion 7, pagina 8) a este
nivel. La proporcion relativa de radical superoxido y perdxido de hidrédgeno liberados
desde el sitio activo del enzima, dependen del pH, de la concentracion de oxigeno

Iy 14
molecular y de la concentracion de substrato .

Al contrario que antiguamente, cuando se asumia como norma general que la xantina
oxidasa producia como unica especie reactiva del oxigeno radical superéxido*, hoy se
sabe que puede producir peroxido de hidrogeno**°. También se ha sugerido que en
condiciones de anaerobiosis el enzima puede reducir el perdxido de hidrogeno a radical
hidroxilo™®, pero un trabajo posterior demostré que ello era debido a la contaminacién
inesperada de la preparacion de xantina oxidasa con hierro, el cual se encuentra unido al
enzima, y es el que cataliza la formacion de radical hidroxilo desde el perdxido de
hidrégeno™’.

Por lo tanto, una produccion masiva de especies reactivas del oxigeno puede desbordar
las defensas antioxidantes naturales y producir dafio oxidativo®®.

Sindrome de disfuncion multiorganico

Una gran cantidad de datos sugiere que la xantina oxidasa produce estrés oxidativo a

117,309,367,368,384,431

nivel intracelular Sin embargo, la xantina oxidasa también puede

producir estrés oxidativo en tejidos remotos via rutas extracelulares (por e;j.

. . ., . . . . 391,407-410
intravascular) tras la liberacion de la xantina oxidasa a la circulacion™ ,

. . . . . . 428
posiblemente por un mecanismo de transporte activo que no por citolisis .

El intestino isquémico puede liberar a la circulacion® xantina deshidrogenasa (en el
plasma es convertida rapida y reversiblemente a xantina oxidasa después de tan s6lo un

407,410

minuto de isquemia ) y xantina oxidasa, la cual puede reaccionar con substratos

purinicos, los cuales se acumulan en grandes concentraciones durante la isquemia'***!**!
(la hipoxantina atraviesa facilmente las membranas hasta el espacio extracelular). Esto
en la reperfusion favorece la produccion de especies reactivas del oxigeno
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.

410

Tan y cols.” " 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, 4cido hialurdnico, queratin
sulfato, y condroitinsulfato) localizados en el glicocalix de las células endoteliales y en
la matriz intersticial. Los glicosaminoglicanos no se localizan so6lo en la superficie de las
células endoteliales, también se han identificado en fibroblastos y diversas membranas
basales. Todas las células y componentes intersticiales tienen algun componente
anidnico, con el que podria interaccionar la xantina oxidasa. Todo ello indica que la
xantina oxidasa ademas de unirse a las células endoteliales lo hace a la mayoria 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 patrén tan diseminado de unién y la concentracion de la xantina oxidasa en el
glicocdlix apunta a que la xantina oxidasa liberada por la isquemia intestinal puede
causar un dafio extenso y severo en la vasculatura, tejidos e intersticio, al reaccionar con
los sustratos purinicos que se acumulan en el plasma durante la isquemia produciendo
especies reactivas del oxigeno™’*'°,

Ademas, los mediadores inflamatorios liberados como consecuencia de la reperfusion,
pueden activar a leucocitos circulantes y células endoteliales, incrementando la
presentacion de moléculas de adhesion y promover la interaccion neutréfilo — célula
endotelial en multiples lechos vasculares. Asi, una consecuencia perjudicial afiadida de
la reperfusion de tejidos es el desarrollo de lesion en 6rganos no implicados en la lesion

. A ‘ 291,294,306,307,376,378,409,438-440
isquémica inicial (pulmoén, higado, corazédn, ...)~" =7 07 IR . A esto se le

conoce como Sindrome de disfuncién multiorganico™***.

Uno de los aspectos mas estudiados tras la reperfusién del intestino isquémico es la
alteracioén remota a nivel pulmonar, objetivada por el escape transvascular de albumina y
disminucién de los niveles de ATP*"**"%%4% Koike y cols.’®® implican a la activacion
de la fosfolipasa A, en este sindrome, generando mediadores lipidicos proinflamatorios
que promueven la adhesion entre los leucocitos y la célula endotelial. Mas tarde
concretan que se trata del grupo ITA de la fosfolipasa A,*"". Terada y cols.*” observan
que la actividad de la xantina oxidasa circulante se incrementa tras la reperfusion del
intestino isquémico, produciendo una acumulacién de leucocitos en el pulmoén, lo cual
apoya una funcién quimiotéctica (que se sumaria a la de otros mediadores inflamatorios)
de la xantina oxidasa mediante la produccién de especies reactivas del oxigeno,
regulando el trafico de leucocitos inflamatorios en multiples 6rganos. Se ha sugerido que
el radical superoxido derivado de la xantina oxidasa puede actuar sobre un componente

del plasma normal convirtiéndolo en un potente quimiotactico que atrae a los neutrofilos
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: . 15,52,443
al lugar de la inflamacion >

, 'y que a diferencia de otros factores quimiotécticos (ej.
fragmento C5, del complemento), el factor que depende del superdxido no estimula la
degranulacion o la produccion de radical superéxido en los leucocitos'**. Zimmerman

% matizan este concepto al no observar la produccion de una sustancia con

y cols.
actividad quimiotactica significativa tras la interaccion entre el radical superoxido y el
liquido extracelular de gato, que explique la infiltracion de los granulocitos inducida por
la reperfusion. Sin embargo, muestran que el peréxido de hidrégeno (el producto de la
dismutacion del radical superdxido) estimula la quimiotaxis en presencia de hierro
cataliticamente activo (hemoglobina, ion ferroso) en el liquido extracelular en el momento
de la reperfusion. Lo que estd en consonancia con las observaciones de Terada y cols.*”’
los cuales apuntan que las especies reactivas del oxigeno derivadas de la xantina oxidasa
circulante median la retencion de neutréfilos en el pulmon, pero no su lesion, la cual

sucederia por la conjuncidn con otros factores.

Schoenberg y cols.””! implican ademas, a los metabolitos de las prostaglandinas en las
alteraciones de la circulacion sistémica y pulmonar, y en la disfuncidon cardiaca,

294

observadas en su modelo de isquemia/reperfusion; Turnage y cols.””" al tromboxano A,

liberado en el endotelio vascular pulmonar tras la isquemia/reperfusion intestinal, y Filep

438

y cols.”" al PAF (factor activador de las plaquetas).

Horie y cols.**® muestran que la isquemia/reperfusién intestinal produce un incremento
en la cantidad de P-selectina en diversos organos, incluyendo el intestino delgado,
higado y pulmén, y que el 6xido nitrico modula esta respuesta, disminuyendo el

reclutamiento de los leucocitos en fase de rodamiento.

Asi pues, el enzima xantina oxidasa, junto con su substrato la hipoxantina y la xantina
275,276,367,385
> > > . La

son una fuente muy importante de superdxido en el tejido postisquémico
observacion de que la inhibicion, deplecidn o inmunoneutralizaciéon de la xantina
oxidasa reduce la lesidon postisquémica apoya la teoria de que las especies reactivas del
oxigeno derivadas de la misma contribuyen a la patogénesis de la lesion por
isquemia/reperfusion?s45:51:261:262.264.265309.

En consecuencia, la contribucion del sistema hipoxantina — xantina/xantina oxidasa en la
isquemia/reperfusiéon puede ser fundamental, aunque mas complejo de lo que se

. 146,309,420
previo .
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Como contrapunto, poniendo de manifiesto la ya referida doble vertiente en las
propiedades de las especies reactivas del oxigeno, dafiina y reguladora, Boros y cols.”’
sugieren que éstas probablemente participan en la vasoregulacion postoclusiva a través
de la liberacion local de histamina. La histamina es un potente dilatador arteriolar y del
esfinter precapilar, la cual puede actuar a través de los receptores H; y H, presentes en la
circulacion mesentérica. Observan que el incremento de los niveles de histamina en la
reperfusion, es proporcional a la duracion de la isquemia, seguida de una rapida
disminucién en su concentracion. Asi pues, la histamina puede contribuir a la
vasodilatacion local compensatoria tras la isquemia intestinal, sin afectar a la presion
arterial sistémica®’. En la hiperemia reactiva que caracteriza la reperfusion del intestino
isquémico, también se han implicado a los péptidos vasoactivos derivados de la rica red
de nervios que posee este Organo**’. Asimismo se ha descrito un mecanismo
vasorelajante que depende del endotelio y que estd modulado por el radical hidroxilo*.
Otros trabajos muestran una accion vasodilatadora de las especies reactivas del

446,447 448 449

oxigeno independiente del endotelio

vasoconstriccion**®.

, aunque también pueden provocar

Leucocitos*®®°31°

En la reperfusion del intestino isquémico se producen una serie alteraciones tipicas de

una respuesta inflamatoria aguda. La magnitud de esta respuesta estd en gran parte

267,284,450-452 .7 279,360,361,450,451,453 - -
d y duracion de la isquemia,

289,454,455

determinada por la severida
ocasionando la pérdida vascular de proteinas y edema Estos cambios se
correlacionan positivamente con un infiltrado de células

. . 142,145248,359,453,456,457 . , 319
inflamatorias "~ 777 N de las cuales mas del 80 % son neutrofilos” .

Existen cuatro circunstancias que claramente implican a los leucocitos en la lesion por
isquemia/reperfusion:

1. Se acumulan en los tejidos expuestos a la isquemia y reperfusion'+>!4323%436:437,

2. La deplecion de los neutrofilos circulantes reduce de manera significativa la

. . . . 317,318,455
disfuncién microvascular y de las células parenquimatosas® ™~ '**°,

3. Las sustancias que previenen la activacidn y/o la adhesion de los leucocitos a la célula

. . . ., . 145316,317,453,455,456,458,459
endotelial son efectivas para prevenir la lesion por reperfusion "7 > 772 AR

4. Asi como el empleo de animales genéticamente deficientes en moléculas que median

la adhesién entre el leucocito y la célula endotelial*®.
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La cascada de eventos que conducen a la lesion por reperfusion la inicia las especies
reactivas del oxigeno derivadas de la xantina oxidasa*®***%2%>%3 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 neutrdfilos al endotelio

142,145,316,359,431,458,459

microvascular , cuya actuacion explicaria la ampliacion del estrés

oxidativo que ocurre después.

Mediante técnicas de microscopia intravital se ha podido cuantificar en la vasculatura la
acumulacion de los leucocitos durante la  reperfusion del intestino
236,248,312,316,453,458

delgado y, mediante determinacidon de la actividad mieloperoxidasa se

ha cuantificado en el tejido la infiltracion en la mucosa'**!#3-339-372:377-379.397.429.456.457.461-463
Entre las sustancias implicadas como responsables de la acumulacién de los granulocitos
tras la isquemia/reperfusion intestinal se encuentran las especies reactivas del oxigeno, el
factor activador de las plaquetas, el leucotrieno By, la fosfolipasa A..

o Especies reactivas del oxigeno. Se ha sugerido que el radical superdxido actia sobre
un componente del plasma normal convirtiéndolo en un potente quimiotictico que

. : - 15,52,443
atrae a los neutrdfilos al lugar de la inflamacién >~

, Y que a diferencia de otros
factores quimiotacticos (ej. fragmento C5, del complemento), el factor que depende
del superdxido no estimula la degranulacion o la produccion de radical superoxido en
los leucocitos'>*”. Ya se ha aclarado en la pagina 76 que Zimmerman y cols.””’

matizan este concepto implicando al peréxido de hidrogeno.

Perez y cols.*® implican a un lipido, derivado de la accién de cualquiera de las
especies reactivas del oxigeno al actuar sobre el 4cido araquidénico, con capacidad
quimiocinética y quimiotactica.

El radical superoxido reacciona con el o0xido nitrico segregado por las células
endoteliales, inactivandolo y evitando la accion antiadhesiva de éste ultimo, y por
consiguiente se produce un incremento en el numero de leucocitos que se adhieren y

. 202,258-2
cmigran 02,258 60.

Ademas del radical superoxido, el perdxido de hidrégeno induce la adherencia de los
459

neutréfilos por un mecanismo mediado por el PAF™".

Sea como fuere, ya sea porque las especies reactivas del oxigeno activan sustancias
quimioticticas y/o porque ellas mismas actlian como tales, el empleo de sustancias
que evitan la formacidn de estas especies reactivas del oxigeno, disminuye de manera
significativa la adhesion y la extravasacion de los leucocitos, asi como los niveles de
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mieloperoxidasa que se observan normalmente tras la isquemia/reperfu-
142,145,316,359,379,458,465

sion

« Hay dos circunstancias que ponen en evidencia una participacién del factor
activador de las plaquetas (PAF) como mediador en la infiltracion y adhesion de los
granulocitos inducida por la reperfusion en el intestino postisquémico: una, que los
niveles de PAF durante el periodo de reperfusion se encuentran aumentados y, otra
que los antagonistas del receptor PAF atentian el incremento, tanto de
mieloperoxidasa como la adherencia y emigracidon de los leucocitos inducidos por la
reperfusion®®*1>*#%4%_Sin embargo, el PAF no es responsable de la migracion de los
leucocitos dentro del intersticio*®®.

e De una manera similar también se ha implicado al leucotrieno B4 (LTB4) como
mediador de la infiltracion y adhesion de los granulocitos tras la reperfusion en el
intestino delgado. Los niveles de leucotrieno By se encuentran elevados en el intestino
postisquémico, y el antagonismo o la inhibicidn de su sintesis reduce la infiltracion de

los neutréfilos inducida por la reperfusion®*'%

466

Al igual que anteriormente,
Bienvenu y cols.™, en su estudio sobre la migracién de los leucocitos dentro del
intersticio, indican que el leucotrieno B4 no es responsable de ésta en su modelo de

isquemia/reperfusion.

« La fosfolipasa A, activada media en la formacion de varios agentes proinflamatorios
y sustancias potencialmente toxicas, como los metabolitos del acido araquidonico (ej.
el leucotrieno By), lisofosfolipidos y PAF. Aunque también se le ha involucrado en la
eliminacion de productos derivados de la peroxidacion lipidica de las membranas.
Debido al mayor nivel de calcio intracelular se produce su activacion durante la
isquemia, y durante la reperfusion por la peroxidacion dependiente de las especies
reactivas del oxigeno. Su activacion se asocia con infiltracion de polimorfonucleares,
ademas de peroxidacion lipidica y mayor permeabilidad y lesion de la mucosa
intestinal, lo cual se previene con inhibidores de la fosfolipasa A,****%. Aunque otros
autores utilizando la valoracion histologica de la mucosa como indice de lesion, no

observan que este tratamiento sea eficaz’® .

Estos mediadores inflamatorios liberados a la circulacidon sanguinea como consecuencia
de la reperfusidn, junto con otros (TNFa, productos de la activacién del complemento,
deplecién y/o inactivacion del oxido nitrico, ...), pueden activar a los leucocitos
circulantes y células endoteliales, incrementando la cantidad de moléculas de adhesion,
y promover la interaccion neutréfilo — célula endotelial en lechos vasculares de érganos

remotos, dando origen al sindrome de disfunciéon multiorganico.
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Sustancias liberadas por los leucocitos

Los leucocitos estan muy bien equipados para promover la inflamacion. Su adherencia
causa una lesion celular adicional por la liberacion de oxidantes y diversas sustancias
humorales. Entre los diversos mediadores liberados por los leucocitos, particularmente
polimorfonucleares que contribuyen a la lesion por reperfusion, se encuentran:

o Las especies reactivas del oxigeno (radical superoxido, peroxido de hidrégeno, acido

hipocloroso, radical hidroxilo)**>*>.

La importante produccion de superoxido por los leucocitos se lleva a cabo por medio
de una NADPH oxidasa que se encuentra unida a la membrana leucocitaria® '
(reaccion 7, pagina 8), y no via xantina oxidasa, ya que no contienen cantidades
significativas de la misma. Esta cataliza la transferencia de electrones desde el
NADPH (producto de la via de las hexosas fosfato) al oxigeno molecular.
Normalmente la NADPH oxidasa se encuentra en estado latente, pero se activa
rapidamente por diversos mediadores inflamatorios (complemento, endotoxinas,
leucotrieno B4, inmunocomplejos, factor activador de las plaquetas, ...) que estimulan
los receptores de la membrana de los leucocitos®'. Esta ultima enzima no es inhibida
por el alopurinol, pero si inactivada por el 6xido nitrico™’.

Ademas, una vez activados también generan mieloperoxidasa, un enzima que cataliza
a partir del peréxido de hidrégeno, la formacion de acido hipocloroso (reaccion 22,
pagina 19) y cloraminas (reaccidon 23, pagina 19). El acido hipocloroso posee una
gran capacidad bactericida y puede participar también en el inicio de la destruccion

tisular.

« El neutréfilo activado produce 6xido nitrico'’® a la vez que radical superéxido®>~.

69,213,214

Ambos pueden reaccionar y formar peroxinitrito (reaccion 41, pagina 48), el

cual es un agente citotdxico adicional que a su vez puede acabar formando potentes

37,69,71,224
. Ver

oxidantes “El oxido nitrico en la isquemia/reperfusion” en esta misma

seccidn, pagina 97.

» Citoquinas. Por ejemplo el TNFo, importante sustancia proinflamatoria que produce

disfuncidn endotelial e inhibe la liberacion de 6xido nitrico.

o Enzimas proteoliticos. Entre los més importantes estan la elastasa, colagenasa y
gelatinasa. Con ellas los neutrdfilos puede degradar los componentes clave de la
membrana basal de la célula endotelial y la matriz intersticial, asi como las uniones

. . ., . 4.2
proteicas que mantienen la funcién de la barrera endotelial’***°.
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« Leucotrienos, el mas representativo es el leucotrieno By, producido por la via de la
lipooxigenasa en el metabolismo del acido araquiddnico. Es un potente agente
quimiotactico que activa a los neutréfilos, promueve su adherencia al endotelio y
emigracidn al intersticio, asi como la disfunciéon microvascular, la cual provoca una
pérdida de proteina por aumento de permeabilidad®’®. No obstante, como ya se ha
aclarado anteriormente, no interviene en la migracion dentro del intersticio*®. El
oxido nitrico puede alterar la capacidad de esta célula para sintetizar leucotrieno
B8,

o Factor activador de las plaquetas. Este fosfolipido es un potente mediador
inflamatorio, producido no tan sélo por los neutréfilos y macrdfagos, 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: agregacion y degranulacion de las plaquetas, contraccidon del musculo liso,
activacion y quimiotaxis de los neutréfilos, e incrementa la permeabilidad vascular.
El efecto del PAF sobre el tono vascular es variable. A bajas concentraciones produce
vasodilatacion, y en algunos tejidos vasoconstriccion cuando ésta es elevada. Ademas
produce marcada hipotension, isquemia mesentérica, hemoconcentracion y
adherencia al endotelio y emigracion de los leucocitos’'***®*. Aunque como se ha
sefialado anteriormente no interviene en la migracion dentro del intersticio*®.

, ., . 320,323,460
Moléculas para la adhesion en los leucocitos

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

Los neutrofilos presentan en su superficie unas glicoproteinas para la adhesion que
interactian en la superficie de la célula endotelial con unos ligandos durante la

isquemia/reperfusion.

Las f integrinas son unos heterodimeros formadas por una subunidad comtn 3 (CD18)
que estd unida de manera no covalente a una subunidad o, de la cual existen tres tipos
inmunologicamente distintas, CD11a, CD11b y CDI1c. El ligando especifico de cada 3,

integrina depende principalmente de la cadena o asociada.
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CONTACTO CAPTURA RODAMIENTO ! ADHESION ESTABLE | l DIAPEDESIS
ALEATORIO (tethering) {rolling)

Iniciacion del contacto Rodamiento Activacjén de integrinas Parada dependiente Diapédesis
a través de receptores a través de receptores de Ja activacidn previa (10 minutos aprox.)
de adhesién presentes acoplados a proteinas G de integrinas
en microvellosidades (de | a 20 segundos) {reversible en minutos)
| SELECTINAS |
I INTEGRINAS ! I INTEGRINAS I

PECAM-1 PECAM-1 I

Figura 6. Interacciones celulares durante la adhesion leucocitaria y posterior migracion transendotelial
desde el torrente sanguineo. Se indican las fases del proceso y las familias de moléculas implicadas en
cada fase. Segun Corbi Lopez y cols.*®.

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

La CD11a/CD18* se encuentra en la superficie de los neutrofilos y otras células
inflamatorias en estado basal, e interactia con otras glicoproteinas que se encuentran en
la superficie de las células endoteliales, ICAM-1 (molécula de adhesion intracelular-1) y
ICAM-2 (molécula de adhesion intracelular-2), promoviendo la adhesion firme de los
leucocitos. Ya que la CD11a/CD18 no se encuentra almacenada de manera apreciable en
los granulos de los neutrofilos, no existe una reserva desde la cual se pueda movilizar
una cantidad adicional a la superficie del neutréfilo activado. Los mediadores
inflamatorios o citoquinas, e incluso la anoxia/reoxigenacion, son incapaces de estimular
la presencia de un mayor nimero de CD11a/CD18 en la superficie del neutréfilo.

Las CD11b/CD18% y CD11¢/CD18™" se presentan principalmente en los granulocitos y

! Denominaciones alternativas son: LFA-1 (antigeno asociado a la funcién del linfocito), oy, (referencia
460).

¥ Denominaciones alternativas son: Mac-1, MO1, CR3, ampPs (referencia 460).

™ Denominaciones alternativas son: p150,95, a,p, (referencia 460).
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monocitos. La mayor parte de estas glicoproteinas de adhesion se encuentran
almacenadas en granulos, y se pueden movilizar rdpidamente a la superficie de los
neutrdfilos, al fusionarse la membrana de los granulos con la membrana celular tras la
estimulacidn. La activacion de los neutrofilos por medio de mediadores inflamatorios o
citoquinas, da como resultado una mayor presencia de ambas glicoproteinas en la
superficie de los mismos, que oscila entre tres y diez veces. Asimismo, la
anoxia/reoxigenacion puede ser un estimulo para producir este mismo efecto, pero solo
con la CD11b/CD18*”.

La adhesion de los neutrdfilos no estimulados al endotelio, depende exclusivamente de
la interacciéon CDI11a — ICAM-1, mientras que la adhesion de los neutréfilos activados
depende de las interacciones del CD11a y CDI11b con el ICAM-1. No se ha determinado
el ligando de CDl 1c.

Las selectinas se encuentran tanto en los neutrofilos, como en las células endoteliales.

Modulan la adhesion entre ambos.

La L-selectina’" se encuentra en la superficie de los neutréfilos en estado de reposo. Esta
implicada en el rodamiento de los neutrdfilos sobre las células endoteliales activadas,
observado a los 10 minutos de la reperfusién®™, pero no cuando éstas Gltimas estan en
estado de reposo, indicando que el ligando que se une a la L-selectina no esta presente
en las células endoteliales en condiciones de normalidad, como son la P-selectina y la E-
selectina, entre otros. La union de los neutrofilos con las células endoteliales
mediada por la L-selectina no requiere la activacion de los primeros®-*®.

La formacion de agregados plaquetoleucocitarios implica la interaccion entre la P-selectina
de las plaquetas con su ligando en los leucocitos, evento que se observa en varias

condiciones patoldgicas incluyendo la isquemia/reperfusion***.

Otros aspectos de la interaccion entre el leucocito v la célula endotelial

Fuerzas hidrodinamicas de dispersion o fuerzas de cizallamiento

La tendencia de los leucocitos a adherirse al endotelio vascular y consecuentemente a
emigrar desde el torrente sanguineo, no solo estd determinada por las fuerzas de
adhesion generadas por las glicoproteinas en la superficie de las membranas celulares de

los leucocitos activados y endotelio vascular, sino mas bien por el equilibrio entre éstas

" Denominaciones alternativas son: LAM-1 (molécula de adhesion leucocitaria), LECAM-1 (molécula de
adhesion linfocito célula endotelial), CD62L*.
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y las fuerzas hidrodinamicas de dispersion generadas por la microvasculatura, que
tienden a barrerlos fuera de la superficie endotelial. Por tanto, una disminucién de las
fuerzas hidrodinamicas de dispersion promovera su adherencia en las vénulas
postcapilares, no en las arteriolas. En estas condiciones el leucotrieno B4 y no el PAF
estd implicado en este proceso’ .

El que no se observe en los procesos inflamatorios, ni acumulacidn, ni adherencia de
leucocitos en la microvasculatura arterial, no se debe al hecho de unas fuerzas
hidrodinamicas de dispersion mayores, que lo son, sino a la falta de ligandos para las
glicoproteinas de adhesion de los leucocitos activados. Esta circunstancia se comprueba
y corrobora en estados en los que las fuerzas hidrodinamicas de dispersion se encuentran
disminuidas en la microvasculatura arterial, y no se observa ni acumulacion ni
adherencia de los leucocitos®.

Rodamiento de los leucocitos

Hablamos de rodamiento de los leucocitos cuando los que se encuentran en el margen de
la corriente sanguinea parecen rodar sobre la superficie endotelial a una menor velocidad

que las células sanguineas que circulan por el centro del vaso sanguineo.

El primer paso en la interaccion entre los leucocitos y las células endoteliales, implica
una movilizacioén de éstos desde la parte central de la corriente sanguinea hacia la pared
vascular, rodando a continuaciéon a lo largo del endotelio. El movimiento de los
leucocitos hacia la pared venular puede estar causado por una interaccion hidrodinamica
entre los hematies y estos, al pasar desde los capilares de didmetro menor a las vénulas
postcapilares de mayor diametro. La mayor velocidad de los hematies desplazaria a los
neutrofilos hacia el endotelio vascular.

En el rodamiento de los leucocitos a lo largo del endotelio existe una adhesion débil, que
es suficiente para vencer las fuerzas de hidrodindmicas de dispersion a lo largo de la
pared venular, si bien la velocidad de rodamiento es directamente proporcional a las
mencionadas fuerzas. Para unas determinadas fuerzas hidrodindmicas de dispersion, la

velocidad de rodamiento disminuye con la activacion de los neutréfilos.

La interaccion inicial entre el leucocito y la célula endotelial o rodamiento, es
completamente dependiente de la familia de las selectinas. La L-selectina (ver pagina
83), presente de manera constitutiva en la superficie de los leucocitos (neutrofilos,
monocitos y eosinéfilos), 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 paginas 94 y 95). La
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glicoproteina ligando de la P-selectina (PSGL-1), presente en condiciones basales en los
neutrofilos, pero que disminuye tras su activacion, puede interactuar con la P-selectina y
participar en el rodamiento con fuerzas hidrodindmicas de dispersion normales. El
rodamiento es independiente de la adhesién mediada por el CD18.

El rodamiento es un prerequisito para una adhesion mas firme del leucocito a la célula

endotelial, y posterior emigracion de aquel al intersticio.

Migracién transendotelial

Durante la inflamacion aguda, una amplia proporcion de los neutrofilos adheridos
firmemente al endotelio de las vénulas postcapilares, migra a través de las uniones entre
cClulas endoteliales adyacentes e invaden el intersticio. Durante el movimiento de la
célula se van formando nuevos procesos de adhesion en el frente y reduciéndose éstos en
la cola. La migracidon celular a través del endotelio requiere que la adhesion no sea
demasiado fuerte, ya que sino el leucocito quedaria inmovilizado. En este proceso esta
implicada la ICAM-1 y la CD11/CDI18** contribuyendo en mayor proporcién la
subunidad CD11a en comparacién a la CD11b, aunque su contribucion es aditiva. La

PECAM-1 (molécula plaquetaria de adhesion celular-1, ver pagina 94) también esta

RODAMIENTO ACTIVACION DE ADHESION : DIAPEDESIS MIGRACION
INTEGRINAS ESTABLE H SUBENDOTELIAL
L-selectina Receptores de : Integrinas azr;‘t;zlgr&rz& Integrinas B1 y B2
CLA quimioquinas/citoquinas ad/Bl, ad/B7 B2 M/ 9 0 X/B2 ; CD44
Sialyl Lewis a, x ligandos de E-selectina al/B2, aM/B2, oX/P2 al/B2, aM/B2.a X/B ;
ad/Bl, ad/B7 PECAM-1 Pg(\:’[/\BMa ‘

P-selectina L . ;
’ ; Quimioquinas ICAM-1 ICAM-1 : %\
E Sgtje;t‘ma E-selectina ICAM-2 VCAM-1 :
MadCAM-1 PECAM-1 VCAM- PECAM:-1 :
VAN : MadCAM:-1 i \

Figura 7. Receptores de adhesion especificamente implicados en cada una de las fases de la adhesion y

migracion transendotelial. Las moléculas de adhesion leucocitarias se indican en la parte superior y

aquellas expresadas por las células endoteliales aparecen en la zona inferior. Segun Corbi Ldopez y
469

cols.™.
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implicada en la migracion transendotelial de los leucocitos, no asi la E- o L-selectinas.
Bienvenu y cols.*®® en su estudio sobre los factores que modulan la migracion de los
leucocitos dentro del compartimiento extravascular, puntualizan que aunque la
glicoproteina de adhesion leucocitaria CD11/CD18 es fundamental para la adherencia y
emigracién en las vénulas postcapilares, ésta no contribuye significativamente en la

migracion de los leucocitos a través del intersticio.

Isquemia/reperfusion y leucocitos

La lesion por isquemia/reperfusion y el aumento de permeabilidad vascular se
correlaciona positivamente con el nimero de leucocitos emigrados*>. Segin Hernandez
y cols.*", los leucocitos son los principales mediadores del incremento de permeabilidad
vascular en este proceso. Ellos creen que el hecho que la superéxido dismutasa prevenga
el incremento de permeabilidad vascular no implica claramente que las especies
reactivas del oxigeno sean los mediadores ultimos. Dado que ésta también previene el
reclutamiento de los neutrofilos, apuntan que la principal funciéon de las especies
reactivas del oxigeno seria esta ultima, algo que ya fue sugerido por Del Maestro y
cols.**’. Por tanto, el que los neutréfilos sean uno de los principales mediadores de la
lesion microvascular inducida por la reperfusién, no es una contradiccion con la
hipdtesis de la xantina oxidasa como origen de la lesion por isquemia/reperfusion, si se
toman en consideracidén los hechos que los inhibidores de la xantina oxidasa y los
eliminadores de especies reactivas del oxigeno son bastante efectivos en prevenir la

acumulacién de los neutrofilos en la mucosa intestinal tras la reperfusion.

Los procesos que implican a los leucocitos en la lesion por isquemia/reperfusion parecen
ser de importancia cuantitativa variable de 6rgano a érgano, quizés dependiendo de la
variable acumulacién de neutréfilos en los diferentes 6rganos sometidos a isquemia’’”.

En la isquemia/reperfusion también se activan los mastocitos y macrofagos que
normalmente residen en el espacio intersticial inmediatamente adyacente a las vénulas

postcapilares™’*"!

, detectandose en los tejidos postisquémicos los productos derivados
de la activacion de estas células (histamina, serotonina, citoquinas, PAF, asi como
proteasas que generan anafilatoxinas), amplificando la respuesta inflamatoria en la
isquemia/reperfusion, pudiendo afectar a Organos distantes, lo cual puede estar
directamente relacionado con el ya comentado sindrome de disfuncién multiorganico®”".
Un factor que estimula la degranulacion de los mastocitos son los oxidantes derivados de
la xantina oxidasa. Boros y cols.”>’ demuestran que el alopurinol bloquea muy

significativamente la liberacidon de histamina en el intestino postisquémico.
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Kubes y cols.””’ sugieren que los leucocitos localizados en el intersticio antes del
proceso de isquemia/reperfusion contribuyen de manera mas significativa en la
disfuncién mucosa, que aquellos que son reclutados por el mencionado proceso. Los
mastocitos del espacio intersticial participan en el reclutamiento de leucocitos desde la

. 248471
sangre a los tejidos postisquémicos™***'".

Resumiendo, el proceso se inicia con la produccidon de oxidantes derivados de la xantina
oxidasa localizada en las células del parénquima intestinal, y/o como se describira mas
adelante en las células del endotelio vascular, los cuales en ausencia de leucocitos ya

117,368,380,381,384 (-
o . Estos

pueden incrementar la permeabilidad vascular junto con otros

agentes quimiotacticos atraen a los neutrofilos, que mas tarde se acumulan y adhieren al

. 145,316,456,458,459,465
endotelio

agravando la lesién parenquimatosa al producir diferentes
. , . 4.2 . ., . .
agentes citotoxicos >°. La magnitud de esta lesion se correlaciona positivamente con el

, . . . . . . 453
nimero de leucocitos adheridos y emigrados al intersticio .

Endotelio472’1 88.473

Las células endoteliales que forran mediante una monocapa la superficie interna de los
vasos sanguineos, forman una estructura vital y dinamica. Esta tiene una funcién crucial
en condiciones tanto fisiologicas como patoldgicas.

Aunque en 1909 Joseph Lister proporciond evidencias de una participacion activa de los
vasos sanguineos en el mantenimiento de la liquidez de la sangre’’”, durante mucho
tiempo se penso que el endotelio vascular escasamente servia para separar la sangre del
resto de las estructuras organicas, como una barrera cuya funcidn 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 situa al endotelio en una posicion tnica como organo endocrino, paracrino e incluso
autocrino, con multiples funciones. Por lo tanto, ademdas de su mision como una barrera
fisica permeable, su importancia radica en el gran nimero 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 lipidos plasmaticos: metabolismo de lipoproteinas, control del exceso de
colesterol, etc. Tiene propiedades antitrombdticas que inhiben la adhesion de las
plaquetas, eritrocitos y leucocitos a la pared vascular, por lo tanto las células endoteliales
son cruciales en el mantenimiento del flujo sanguineo laminar. La alteracion del
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endotelio afecta a la fibrinolisis acelerando la coagulacion intravascular. Tiene una
importante funcidn metabdlica con respecto a sustancias vasoactivas, secreta sustancias
como la prostaciclina, 6xido nitrico, endotelina, factores de crecimiento en respuesta al
dafio, tanto a la pared vascular como al torrente sanguineo, modulando entre otros
factores la estructura y funcionalidad del musculo liso vascular. Sin embargo, estas
sustancias destinadas a proteger, pueden activar respuestas con secuelas perjudiciales.

Esta claro por tanto, que las células endoteliales son mucho méas que una barrera
semipermeable entre la sangre y el musculo liso vascular. De hecho el sistema endotelial

puede considerarse como un drgano metabolico y endocrino sumamente activo.

Participacion de la célula endotelial en la isquemia/reperfusion

Mientras que no se acepta de manera universal el concepto de lesion por reperfusion
cuando se aplica a las células parenquimatosas, si se reconoce de manera general, que la
microvasculatura y particularmente sus células endoteliales, son muy vulnerables a las

perniciosas consecuencias de la isquemia/reperfusion.

El hecho que la lesion por reperfusion pueda bloquearse con alopurinol en una amplia
variedad de 6rganos, algunos de los cuales no parecen contener cantidades apreciables
de xantina oxidasa en sus células parenquimatosas, enfocd la atenciéon en la célula
endotelial, en cuyo interior existe un sistema xantina oxidasa completamente operativo
capaz de generar especies reactivas del oxigeno''’?%?*%¥ = de extraordinaria
importancia ya que se encuentra en todos los 6rganos’'’. Esto explica la lesién por
reperfusion en lugares donde no se produce una acumulacién de neutréfilos y/o en
aquellos 6rganos en que sus células parenquimatosas no poseen el sistema xantina
oxidasa. En estos ultimos la célula endotelial puede actuar como mecanismo iniciador,
atrayendo y activando a los neutrofilos, los cuales pueden causar una parte fundamental
de la lesion™**°.

Sin embargo el papel del endotelio es mucho mas complejo’”?**™. Se sabe que la
hipoxia prolongada altera el potencial de membrana, perturba la distribucion de los
iones, incrementa el volumen intracelular, disminuye la fluidez de la membrana, y
desestructura el citoesqueleto de las células endoteliales. Estos cambios pueden
acompafiarse del agotamiento de los recursos energéticos, de una menor liberacidon de
agentes citoprotectores o0 moduladores endoteliales, asi como de una mayor produccion
de mediadores proinflamatorios que contribuyen a la lesidon celular, incluyendo el de las
propias células endoteliales. A su vez, la hipoxia induce la expresion de algunos genes
(ej. moléculas de adhesion, 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 reoxigenacidn (reperfusion).

El como actian todos estos factores es importante para entender el proceso de la
isquemia/reperfusion.

Sustancias producidas por el endotelio que protegen de la lesion celular

Entre éstas destacamos:

Prostaciclina (PGL,)*”. Es el principal miembro de la familia de las prostaglandinas
producido por el endotelio vascular, siendo éste su productor principal*’®. Actua como
una hormona local. Ejerce sus efectos activando la via de la adenilato ciclasa,
incrementando los niveles de AMPc. Produce una enérgica vasodilatacion por relajar el
musculo liso vascular; inhibe la agregacion e induce la desagregacion de las plaquetas
(es la sustancia endogena mas potente), aunque para prevenir la adhesién 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 A2472’477.

Cortos periodos de hipoxia (15 minutos) ya afectan a las células endoteliales
disminuyendo la produccién de prostaciclina por un mecanismo mediado en parte por las
especies reactivas del oxigeno. Durante la reoxigenacion, el peroxinitrito nitra e inactiva
la PGI, sintasa, lo cual se correlaciona con una disminucién en la produccién de
prostaciclina, dejando sin metabolizar a la prostaglandina H, (PGH,), la cual puede
causar vasospasmo, agregacion plaquetaria y formacion de trombos al estimular el
receptor tromboxano A/PGH,”'. Otros autores apuntan una mayor liberacién de
prostaciclina a nivel espldcnico durante la isquemia y en los primeros momentos de la

8

., . . 47
reperfusion, aunque no persiste mucho tiempo °. Hay numerosos datos sobre su papel

beneficioso en la isquemia/reperfusion®®.

La adenosina es un metabolito purinico, un importante regulador del metabolismo
celular. Al igual que la anterior es vasodilatadora en la mayoria de los lechos vasculares,
lo cual puede al menos en parte compensar el fendmeno del no reflujo que se da en la
reperfusion’®’ (ver pagina 102). Esta vasodilatacion dependiente del endotelio parece
implicar a los canales de potasio sensibles al ATP'’!. Inhibe la agregacion plaquetaria,
atenua la adherencia de los polimorfonucleares a la célula endotelial, y la emigracion de
¢éstos al intersticio. También inhibe la produccion de radical superoxido, particularmente

140,461

en los polimorfonucleares activados , Y parece incrementar la produccidn endotelial
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de PGI,. Por todo ello ha mostrado sus efectos beneficios en la

263,287,319,377,461

isquemia/reperfusion . Ademas se cree que puede acelerar la regeneracion

postisquémica de las purinas deplecionadas durante ese periodo, aunque sobre esto hay

datos contradictorios’’".

Oxido nitrico (NO°). Producido por las células endoteliales vasculares tanto en

173,1 s . : oo 225,321
717 como en la reperfusion de tejidos isquémicos®*!. Las

condiciones fisiologicas
células endoteliales son sensibles a los cambios en la tension de oxigeno sanguineo. En
caso de hipoxemia se libera 6xido nitrico promoviendo vasodilatacién. Sin embargo,
cuando la tensidon de oxigeno cae hasta un nivel critico (PaO, < 30 mmHg) disminuye su
produccién’'. El dxido nitrico endégeno protege al intestino de la lesion e inflamacién
inducida por la hipoxia, y el equilibrio entre los niveles locales de PAF y 6xido nitrico
modulan este resultado*””. La inhibicién de la formacién endégena de 6xido nitrico
produce una mayor extravasacion de albumina y potencia el efecto del PAF sobre la
permeabilidad vascular®’.

Es un factor importante de la respuesta inflamatoria observada en los diferentes
segmentos vasculares, y puede tener una funcidn tanto protectora como lesiva. Actua de

una manera sinérgica con la PGI, ™: vasodilatacion ", inhibiciéon de la agregacion ™ y

adhesion”'' plaquetaria, y de la adherencia de los neutréfilos a la célula endotelial®>>>*2%
modulando la cantidad de P-selectina* y E-selectina®® en esta ultima. Ademas el 6xido
nitrico reacciona directamente con el radical superoxido neutralizandolo, situacidon que
se da en condiciones normales ya que la produccion del primero supera ampliamente la
del segundo. La supresion de la formacion de 6xido nitrico mediante inhibidores de la
NO sintasa produce una mayor liberacidon de endotelina-1 (referencia 480), sugiriendo
una retroalimentacion entre ambos sistemas™'**2. Al contrario que la endotelina-1,
inhibe la mitogénesis y proliferacion del musculo liso vascular, pudiendo regular tanto el

tono, como el remodelado estructural de la pared vascular.

En la microcirculacion mesentérica, el 6xido nitrico inhibe la adherencia y emigracion
de los leucocitos en las vénulas postcapilares, la extravasacion de albumina, evita la
degranulacion de las células cebadas, la agregacidon y adhesion plaquetaria, y reduce la
agregacion entre las plaquetas y los leucocitos'®*202212:238:260

En estados de isquemia/reperfusion ha mostrado sus beneficios®**~*******7  Aunque un
exceso en la produccion de especies reactivas derivadas del oOxido nitrico tiene

51,190,224,225
IR Ver

consecuencias perniciosas “El oxido nitrico en la isquemia/reperfusion”

en esta misma seccidn, pagina 96.
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Sustancias producidas por el endotelio que median la lesion celular

Sustancias vasoconstrictoras. Las células endoteliales dafiadas o excesivamente

activadas pueden segregar sustancias vasoconstrictoras.

. 188,488
La endotelina °™

es un péptido del cual hay tres tipos diferenciados estructural y
farmacoldgicamente. El mds importante, producido por la célula endotelial, es la
endotelina-1 (ET-1), un vasoconstrictor potente y duradero cuando actiia sobre el
receptor ET,, lo que contrasta con su corta vida media sanguinea y concentracion muy
baja. Fundamentalmente es un mediador paracrino/autocrino. Estimula la liberacion de
tromboxano A, (TXA;), 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 6xido nitrico antagonizando su
481,482,489

accion Por otro lado, la estimulacion del receptor ETg en las células

. . , . L. . .., . 4
endoteliales libera Oxido nitrico contribuyendo a la vasorelajaciéon. Ozel y cols.*”
muestran que la administracion de endotelina incrementa los niveles de dxido nitrico

tanto en condiciones normales como en su modelo de isquemia/reperfusion in vivo.

Mas alla de la regulacion del tono vascular, a las endotelinas se las ha implicado en
multitud de funciones basdndose en la amplia distribucién y gran afinidad de sus
receptores especificos’’ . La endotelina-1 es capaz de inducir hemoconcentracién, de
incrementar la permeabilidad vascular en determinados lechos vasculares, incluyendo
vias aéreas, tracto gastrointestinal y rifiones. El PAF, actuando en concierto con ésta,
puede mediar en parte esta accion sobre la permeabilidad vascular*’’. También es capaz
de promover la proliferacién de las células endoteliales vasculares, del musculo liso
vascular y de los fibroblastos, lo que producird cambios estructurales en la pared del
vaso. Tras la reperfusion del intestino isquémico se libera endotelina*®?, lo cual puede
prevenirse con alopurinol®? o con antagonistas de los receptores de la endotelina®’.
Tromboxano A> (TXAz)*. La liberacion de este potente vasoconstrictor puede daiiar las
células endoteliales, y producir agregacion plaquetaria. Deteriora la perfusion
microvascular, incrementa la presiéon hidrostatica en la red capilar y altera el
citoesqueleto de las células endoteliales ensanchando las uniones entre éstas, lo cual
puede producir extravasacion de fluido y proteina provocando edema. En el mecanismo
que regula las interacciones entre las plaquetas y la pared vascular, representa el
contrapunto a las acciones de la prostaciclina*’>*"”.

Factor de agregacion plaquetaria (PAF). Como se ha comentado anteriormente en la
pagina 81, es un fosfolipido omnipresente, sintetizado también por la célula

494
19

endotelial™". Induce vasodilatacion por liberacion de sustancias vasodilatadoras, pero
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independiente del 6xido nitrico®”’. Es un potente inductor de la agregacion plaquetaria,
activa los polimorfonucleares y estimula la adherencia de éstos al endotelio vascular, asi

como su emigracién. Ademas el PAF incrementa la permeabilidad vascular’ '

y de la
mucosa intestinal, mediada por las especies reactivas del oxigeno producidas por los
leucocitos residentes™”. Este incremento de la permeabilidad mucosa, no se basa en la
alteracion histologica de la misma y, ademas, es rapidamente reversible en cuanto caen

los niveles de PAF*”.

Especies reactivas del oxigeno. Como ya se ha comentado, el endotelio vascular es
capaz de producirlas por medio del enzima xantina oxidasa, especialmente durante la
reperfusion''"2%72%% " Otra fuente potencial es la NADPH oxidasa presente en la
membrana de las células endoteliales, similar al complejo enzimatico que se encuentra
en la membrana de los leucocitos’'. Estas especies reactivas del oxigeno junto con las
que generan los leucocitos adheridos, mas la alteracion de la capacidad del endotelio
para sintetizar 6xido nitrico, rompen el equilibrio existente entre ambos a favor de las
primeras. Los relativamente bajos niveles de 6xido nitrico producidos, reaccionan con el
abundante suministro de radical superdxido, quedando poco que se oponga a la
interaccion entre las células endoteliales, leucocitos y plaquetas, y mantenga el flujo
sanguineo 6ptimo a los tejidos, alterandose la vasodilatacion mediada por éste.

Ademas, el anion superdxido y el oxido nitrico pueden actuar conjuntamente para

37,69,213,214

producir lesion. Al reaccionar forman peroxinitrito (reaccién 41, pagina 48), el

cual es un agente citotdxico adicional, que a su vez puede acabar formando potentes

37,69,71,224

oxidantes También se puede producir dafio endotelial inducido por la

interaccidn entre el 6xido nitrico y especies reactivas del oxigeno como el peroxido de

1, . . , . 496
hidroégeno, produciendo especies mas reactivas™ .

. . , . 65,263,320,323,460
Ligandos endoteliales para las moléculas de adhesion™™=""7"<""="

Ademas 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 adhesion al contener en su superficie un complejo sistema
de moléculas especificas para la misma, que pueden interactuar con ligandos de los
leucocitos y plaquetas. Una mayor agregacion entre los leucocitos y las plaquetas
produce cambios en el flujo sanguineo laminar y la generacion de turbulencias. Estos

cambios incrementan a su vez, la agregacion de las plaquetas y la trombosis.

Estos ligandos de superficie son proteinas (inmunoglobulinas), o macromoléculas que
contienen carbohidratos (selectinas). Como se ha expuesto en las paginas 81 a 83, los
leucocitos (polimorfonucleares, linfocitos, monocitos) contienen un componente del
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sistema de adhesion (CDI11/CD18, L-selectina,...), los cuales se unen a los
correspondientes ligandos en las células endoteliales (ICAM-1, ICAM-2, P-selectina, E-
selectina, ...)"**°. El reclutamiento de los leucocitos en fase de rodamiento estd
mediado por la L-selectina y P-selectina, mientras que la adhesion firme de éstos a la
célula endotelial lo estd por la interaccion entre la CD11/CD18 y la ICAM-1*°. Este
proceso de adherencia es un paso crucial en la activacion de los leucocitos, tras lo cual
liberan una variedad de mediadores humorales que pueden dafiar 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 nimero de moléculas con

multiples dominios. Entre ellas las siguientes estan implicadas en la interaccion

leucocito — célula endotelial.

La ICAM-1 (molécula de adhesion intracelular-1, o CD54) interactiia tanto con la
CDI11a/CDI18 como con la CDI11b/CDI18, 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 numero (mediante una sintesis de novo) en respuesta a la activacion
endotelial provocada por citoquinas y especies reactivas del oxigeno, lo que ayuda a
mantener la adhesion leucocito — célula endotelial que sucede tras varias horas (requiere
de 2 a 4 horas para su maxima expresién) de iniciada la reperfusion®-='*"°. Al contrario,
el oxido nitrico disminuye la cantidad basal en la superficie de la célula endotelial’*’. La
relevancia fisiologica en la regulacion de la presentacion de ICAM-1 en las células
endoteliales viene dada por la observacion que incrementos en ésta generalmente se

asocian con niveles maximos de adherencia leucocitaria.

La ICAM-2 (molécula de adhesion 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 mas. La ICAM-2, sin
embargo, no incrementa su nimero tras la estimulacion de la célula endotelial con
mediadores inflamatorios o citoquinas. Tiene un ligando para acoplarse a la
CD11a/CD18, aunque la afinidad es mas débil que la de la ICAM-1. Se ha sugerido que
la ICAM-2, junto con la ICAM-1, contribuye a la migracion 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 trafico 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 adhesion celular-1, o0 CD106), la cual es inducida por diversas citoquinas y
esta implicada en el rodamiento y adhesion de los leucocitos; y la PECAM-1 (molécula
plaquetaria de adhesion celular-1, o CD31) presente de manera constitutiva en los
leucocitos, plaquetas y célula endotelial; estd implicada en la adhesion de los dos

primeros a ésta ultima, y en la migracidn transendotelial de los leucocitos.

Las selectinas se encuentran tanto en los neutrofilos como en las células endoteliales.

Modulan la adhesion entre ambos (ver pagina 83).

La P-selectina’ en condiciones normales se encuentra almacenada en granulos (cuerpos
de Weibel-Palade), y puede ser movilizada rapidamente a la superficie de las células
endoteliales activadas (en aproximadamente 5-10 minutos), alcanzdndose su maxima
expresion en 10-30 minutos, en respuesta a diversos estimulos inflamatorios (histamina,
trombina, radical superdxido, peroxido de hidrogeno, disminucidon de 6xido nitrico, ...),
permaneciendo mas tiempo en €sta cuando el estimulo estd mediado por oxidantes. A las
4-6 horas de la reperfusion puede observarse una nueva exteriorizacion, que en este caso
requiere sintesis proteica. Al contrario, el 6xido nitrico previene la exteriorizacion de
¢ésta en la superficie de la célula endotelial. Como se ha indicado previamente, estd
implicada en el rodamiento de los leucocitos, sobre todo en las primeras fases de la
reperfusion del intestino isquémico, en donde se observa un rapido aumento en el
rodamiento de los leucocitos, que persiste hasta por lo menos 60

. 260,379,396,397,440,463,471,497
minutos™ .

Ademas de la L-selectina, se han descrito en la
superficie de los neutrdfilos otros ligandos para la P-selectina como el PSGL-1 (ver

pagina 85), y un ligando 120-kilodalton*®.

La E-selectina®™ no estd presente en la superficie de las células endoteliales no
estimuladas, ni almacenada. Su exposicidn se induce tras la estimulacion de aquellas por
diversas citoquinas (interleucina-1, TNFa, ...) y especies reactivas del oxigeno, mediante
un proceso que requiere sintesis proteica de nmovo. Ayuda a mantener la adhesion
leucocito — célula endotelial tras varias horas de iniciada la reperfusion. La cantidad de
E-selectina depende de la duracion de la isquemia, hasta un maximo (45-60 minutos), a
partir del cual ya no hay una mayor expresion® . Es improbable que participe durante
los primeros 60 minutos de reperfusion del intestino isquémico, ya que la méaxima
induccion se produce a las 4 horas (3 a 6 horas) del estimulo inflamatorio. Acttia como

" Denominaciones alternativas son: PADGEM (proteina de membrana granular externa dependiente de la
activacion plaquetar), GMP-140 (proteina de membrana granular), CD62P*.

¥ Denominaciones alternativas son: ELAM-1 (molécula de adhesion leucocito - célula endotelial),
CD62E*.
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un ligando quimiotéctico, ya que es quimiotactico para los neutréfilos y el ligando para

la L-selectina leucocitaria.

Respuesta de la microvasculatura a la isquemia/reperl’usién49

Aunque todas las células endoteliales de la microvasculatura estdn expuestas de manera
similar a los efectos nocivos de la isquemia/reperfusion, la disfuncion endotelial
resultante se manifiesta de manera especifica segin el nivel que se trate dentro de la
microcirculacion. Parece ser que aquellas células que recubren las vénulas postcapilares,

son las que soportan el mayor peso de esta respuesta.

La sobreproduccion de radical superoxido por parte de la célula endotelial y los
leucocitos activados y adheridos, inactiva al 6xido nitrico endotelial, alterando a nivel de
las arteriolas la vasorelajacién mediada por éste.

A nivel de los capilares, la disfuncién endotelial se manifiesta tanto por una mayor
filtracién de liquido al intersticio, debido a una mayor permeabilidad de la barrera

. 46,282,289,454,455,498
endotelial vascular™ "=~

, como por una reduccion en el numero de capilares
perfundidos. El taponamiento producido por los leucocitos activados®'’ (unidos o no a
plaquetas), junto con las células endoteliales edematosas y parcialmente desprendidas,
dificultan el flujo sanguineo. La acumulacion de liquido intersticial dependiente de la
pérdida de proteinas y liquido a nivel de las vénulas postcapilares, provocard la
compresion de la microvasculatura, y por tanto impedira el movimiento de los elementos

; . 4
sanguineos en los capilares .

La disfuncion de la célula endotelial en las vénulas postcapilares explica la mayor parte
de las respuestas inflamatorias asociadas con la isquemia/reperfusion. Son rasgos
caracteristicos a este nivel, la adhesion leucocito — célula endotelial, la migracion
transendotelial de los leucocitos, la agregacion plaquetoleucocitaria, la extravasacion de
albumina y la mayor produccion de oxidantes.

Posiblemente la respuesta de las vénulas a la isquemia/reperfusion mas ampliamente
estudiada, es el aumento de permeabilidad vascular, que refleja una reduccidn en las

propiedades restrictivas de la barrera endotelial.

. 49,263,266
La reperfusion™

lleva consigo el aporte de oxigeno y la formacion de una variedad
de mediadores humorales de la inflamacion y la lesion, incluyendo las especies reactivas
del oxigeno (por ej. radical superoxido, peroxido de hidrogeno, radical hidroxilo),
mediadores lipidicos (por ej. PAF, leucotrieno By), asi como mediadores polipeptidicos

(por ej. C5a). La disfuncion endotelial sucede en fase temprana, en los primeros minutos
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. 463 . -/ . 499
(2,5 minutos)™, la cual puede agravarse con la activacion de los neutrofilos

practicamente igual en todas las formas de isquemia/reperfusion, y se puede desarrollar
sin una lesion morfoldgica obvia. Las alteraciones morfoldgicas que acompafian a la
reperfusion tras una isquemia prolongada, generalmente incluyen el edema celular, la
pérdida de vesiculas pinocitoticas, y el desprendimiento de la célula endotelial de la
membrana basal subyacente.

La generacion endotelial de una gran cantidad de radicales superoxido y una marcada
reduccion en la produccidén de oxido nitrico y PGl,, mas los factores quimiotacticos
(PAF, leucotrieno B4, C5a) promueven la agregacion y adherencia de los leucocitos
(principalmente polimorfonucleares) a la superficie del endotelio alterado. Esta
adherencia la facilitan las moléculas de adhesion que se encuentran en la superficie del
endotelio y promueven la diapedesis de los neutréfilos a través del mismo, adhiriéndose
a las células del parénquima, donde liberan mediadores proinflamatorios (por ej.
elastasa, radical superdxido, citoquinas y PAF) promoviendo mas lesion celular.

Resumiendo, la lesion por reperfusion del intestino delgado implica una orquestada
secuencia de acontecimientos celulares y moleculares, que se desarrollan a lo largo de
varias horas, ¢ implica a dos fases muy distintas pero relacionadas. Primero estd la
activacion de las células endoteliales y epiteliales del intestino delgado, con Ia
consiguiente produccion de especies reactivas del oxigeno derivadas de la xantina
oxidasa y pérdida de la capacidad para liberar 0xido nitrico. Esto ocurre en los primeros
minutos de la reperfusion. Y segundo, la amplificacion de la lesidon por los leucocitos, a
partir de los 20-30 minutos de la reperfusion, haciéndose mas profunda sobre las 4,5
horas.

El éxido nitrico en la isquemia/reperfusion®?°32%323

El 6xido nitrico puede tener una funcidn tanto protectora como perniciosa durante el
proceso de isquemia/reperfusion tisular. En la microcirculacién mesentérica el oxido
nitrico ejerce su efecto protector a diferentes niveles: mantiene el flujo sanguineo, inhibe
la adherencia y emigracion de los leucocitos, asi como la agregacion plaquetoleucocitaria,
modula la reactividad de los mastocitos, mantiene la integridad de la barrera mucosa
oponiéndose al incremento de permeabilidad de la misma evitando la extravasacion de
albumina, y neutraliza la produccion excesiva de especies reactivas del oxigeno como el

radical super6xido™***21**%Sin embargo, también se ha implicado al 6xido nitrico y a
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51,190,224,225
SRS aunque el

sus metabolitos en la lesion asociada a la isquemia/reperfusion
peroxinitrito a concentraciones nanomolares no es capaz de dafiar la célula endotelial, y
si tener un efecto protector en la lesidn por reperfusion al inhibir la expresion de P-selectina
y la consiguiente interaccion leucocito — célula endotelial**.

Uno de los primeros signos de disfuncion endotelial durante la isquemia/reperfusion en
la vasculatura mesentérica, es una menor produccion de 6xido nitrico. Cuanto mayor es
la duracion de la isquemia menores son los niveles de 0xido nitrico. Estos se recuperan
al inicio de la reperfusion, para volver a caer posteriormente, persistiendo hasta que la
iNOS empieza a producir grandes cantidades del mismo'****8320322324463 i embargo,

225

Takada y cols.”” en su modelo de isquemia/reperfusion, ya empiezan a ver un

incremento en la produccién de 6xido nitrico después de los 30 minutos de reperfusion.

La inhibicién de la produccidon de 6xido nitrico imita la mayoria de las alteraciones
microvasculares y perimicrovasculares que normalmente se producen en Ia
isquemia/reperfusion, promueve una mayor adhesion de los leucocitos en las vénulas

202-204,248,260 s - 203,204,206,207,248,484
8 e incrementa la permeabilidad microvascular™ >

postcapilares

- . 1205,208,484,485 . e
y de la mucosa intestinal . Aunque este incremento de la permeabilidad, en
caso de no acompaiiarse de lesion por reperfusion, si exclusivamente se debe a la
inhibicién de la sintesis de 6xido nitrico, aun restringe el paso de grandes moléculas
como la albumina, y por lo tanto el epitelio no pierde enteramente su funcion de barrera,

ya que esta inhibicién no se acompafia de lesion epitelial directa'®®'***!°. Las fuentes

. T . . . 202,206,208,248,322,483-487
exogenas de o0xido nitrico, sin embargo, tienen un efecto beneficioso™ "7 .

- ‘o [ . - .. 321,324
Por tanto, una menor produccion de 6xido nitrico durante la isquemia/reperfusion™

esta de acuerdo con la accion protectora del mismo durante este proceso.

Harris* en su estudio de la permeabilidad al agua en los capilares del mesenterio de
rata, observa que, al inhibir la sintesis de 6xido nitrico, los cambios en el cociente de
filtracion de fluido se deben a una alteracion de la permeabilidad, mas que a un trastorno
en los gradientes de presion (incremento en la presion hidrostatica arteriolar o
disminucion de la presion osmotica plasmatica), 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
disminucién de la permeabilidad a nivel capilar, o sea la alteracion no se limita
unicamente al lugar donde los leucocitos se encuentran adheridos.

Un efecto potencial por el que el 6xido nitrico puede reducir la lesion por reperfusion, es
debido a su efecto inhibitorio sobre las células inflamatorias. Los neutréfilos circulantes

tienen una actividad critica en la disfunciéon microvascular pero no en la disfuncion
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mucosa tras la isquemia/reperfusion del intestino delgado. Lo cual esta de acuerdo con
que los mecanismos de accion subyacentes a la permeabilidad epitelial y a la disfuncion
microvascular son diferentes®'’. Esto se basa en el hecho que el tratamiento con el
anticuerpo dirigido contra la B, integrina CD18, el cual previene la adhesion de los
leucocitos a las vénulas postcapilares, reduce significativamente el incremento en la
permeabilidad microvascular pero no afecta al aumento de la permeabilidad mucosa®’.
Los datos de este estudio sugieren que los neutrdfilos que se adhieren y emigran fuera de
la vasculatura, al menos no estan implicados durante la primera hora de disfuncion
mucosa inducida por la reperfusion. Este concepto también lo observa Kubes®™ con un
modelo similar administrando L-NAME, pero sin provocar isquemia/reperfusion. Se han
implicado a los oxidantes y las proteasas derivadas de los leucocitos en la disfuncion

microvascular asociada con diferentes modelos inflamatorios*®>+204296:458

Kubes y
Granger’™ en su estudio sobre la implicacion del 6xido nitrico en la permeabilidad
microvascular muestra que la inhibicién de la produccion de oOxido nitrico por el
endotelio vascular produce un incremento reversible en la pérdida de proteina
intravascular que estd mediado por un mecanismo leucocito independiente y otro
dependiente. Un respaldo adicional al mecanismo independiente de los leucocitos es la
observacién que la adherencia de los mismos empieza mas o menos a los 15-25 minutos
y alcanza su pico a los 30-40 minutos de la infusién del L-NAME*"*"**. Hayward y
Lefer*® en su modelo de isquemia/reperfusion observan que la acumulacion de los
neutrofilos se produce a los 20-30 minutos de reperfusidon. Por tanto, el prevenir la
infiltracion de los neutrofilos circulantes en el intestino no explica todos los efectos

protectores del 6xido nitrico.

Esta comprobado que los donadores de oxido nitrico reducen tanto la lesioén
microvascular como de la mucosa en el intestino reperfundido. Debido a que los
neutrofilos adheridos no median las alteraciones de la permeabilidad mucosa en la
isquemia/reperfusion del intestino delgado al menos durante los primeros 15-25 minutos,
entonces el oOxido nitrico debe tener otros efectos beneficiosos ademés de sus
propiedades antiadhesivas. Se ha implicado a los neutréfilos extravasculares o
mastocitos (aquellos que ya se encuentran en el intersticio), en lugar de la poblacién de
neutréfilos circulantes, como importantes mediadores en el incremento de la
permeabilidad mucosa inducida por la reperfusion®’. La inhibicién de la sintesis de
oxido nitrico activa a los mastocitos en la mucosa y consecuentemente incrementa la
permeabilidad epitelial®”. Ademas, el 6xido nitrico reduce la reactividad de los
mastocitos moderando su degranulacion y la consiguiente liberacion de mediadores
inflamatorios como oxidantes, histamina, PAF, leucotrienos, ..., atenuando el

248,260

reclutamiento de los leucocitos dependiente de éstas células Dado que los

. . . ., 204257 . .
oxidantes pueden activar directamente los mastocitos™ ', la capacidad antioxidante del
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oxido nitrico también puede prevenirla. Kurose y cols.””", muestran niveles de estrés

oxidativo en los mastocitos expuestos a L-NAME, apoyando este concepto.

Otro efecto beneficioso del o6xido nitrico independiente es que este puede inhibir la
NADPH oxidasa leucocitaria y por consiguiente la produccidon de radical superoxido, al
actuar directamente sobre un componente de la misma*®’. También reduce la produccién
de peréxido de hidrogeno en los leucocitos®™. Por tanto, ademas de lo expuesto, el 6xido
nitrico también puede afectar directamente la citotoxicidad de los neutrdfilos por alterar

la reactividad de esta célula, afectando la capacidad a producir oxidantes®’"%, y

sintetizar leucotrieno B4468.

El o6xido nitrico es un factor importante en la regulacion de la permeabilidad
microvascular en el intestino delgado. Este proceso regulador tiene lugar mediante la
activacidon especifica de la guanilato ciclasa citosolica que incrementa los niveles de
GMPc™

Una mayor produccion de superoxido en los tejidos postisquémicos inactiva al éxido
nitrico producido por las células endoteliales, lo cual provoca adhesion entre los
leucocitos y las células endoteliales y pérdida de proteina vascular*®>**2%°. Esto se
apoya en la observacion que la respuesta inflamatoria aguda que se observa en el tejido
postisquémico puede imitarse con inhibidores de la NO sintasa®®-%*200207248 = A 1
inversa, un mecanismo potencial por el que los donadores de 6xido nitrico y €l mismo
pueden prevenir el incremento de la permeabilidad mucosa inducida por la
isquemia/reperfusion, es que actua como captador del radical superoxido. Gaboury y

258
cols.

muestran que la capacidad antioxidante del plasma en la rata aument6 mas del
doble tras la administracion de donadores de dxido nitrico a concentraciones que
previenen la lesidn mucosa inducida por la reperfusion, también que la administracion in
vivo de un sistema generador de superoxido puede inducir la afluencia de neutrdfilos, y
que la superoxido dismutasa y los donadores de 6xido nitrico inhiben directamente esta
respuesta, sugiriendo una capacidad antioxidante potencial del 6xido nitrico. Algo que

también indica Grisham?>>’ .

Reperfusion y dano tisular

Sin duda, la alteracion del metabolismo energético y el desequilibrio entre los sistemas
prooxidante y antioxidante son dos componentes importantes del dafio provocado por la
isquemia/reperfusion de los tejidos isquémicos.
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Durante la isquemia las células sufren cambios especificos en la actividad enzimatica,
funcién mitocondrial (donde se incrementa la produccidon de especies reactivas del
oxigeno), estructura del citoesqueleto, transporte a través de las membranas, lo cual de
una manera global predispone a la lesion por reperfusion.

De manera general, se admite que hay una merma en la cantidad y/o funcionalismo del

. .. . . -, 51,89,142-14
sistema antioxidante durante la isquemia y la reperfusiéon’® 6

, por lo que la
capacidad defensiva se encuentra disminuida, siendo insuficiente para proporcionar una
proteccion completa y sostenida contra una mayor produccion de especies reactivas del
oxigeno durante la reperfusion. Sin embargo, Lum y cols.""” en su modelo in vitro con

células endoteliales no observan tal merma.

La isquemia/reperfusion del intestino produce lesiones que van desde sutiles cambios

. .1 -1 46,282,289,454,455 4
(incrementos) en la permeabilidad capilar?®-?8%28:434:433:498

309,502-505

, pasando por una pérdida de

enzimas citosoélicos a la circulacion , cambios morfoldgicos microscopicos de la

mucosa que se traducen en un aumento de la permeabilidad mucosa?®®®2!027-284:421.451.485
hasta infarto transmural macroscopico”®’ 2277 dependiendo de la severidad®®’*#+45042 y
duracion®’?200614304851453 4o 13 jsquemia. Hay basicamente dos circunstancias que
pueden inducir lesidn del tejido intestinal en estados isquémicos: la hipoxia durante el

267,269,270,279,282,360,361,506-508

periodo de isquemia y la generacion de especies reactivas del

oxigeno tras la reperfusion del tejido isquémico®#%4%:142:261:265.275.277.278.282.309

Durante el periodo de isquemia y como consecuencia del metabolismo energético
reducido, una amplia fraccion de células sufren cambios bioquimicos y morfoldgicos
asociados a la anoxia, pero en su mayoria permanecerdn potencialmente viables, solo

146,271,272,508
271272508 1 4 mucosa

una pequefia fraccidn serd dafiada de manera irreversible
intestinal es especialmente sensible a la isquemia. En la rata, tras 60 minutos de
isquemia completa, se producen prolongados cambios funcionales y estructurales,

97 Estudios estructurales

aunque la consiguiente recuperacion puede ser completa
demuestran que la lesion de la microvellosidad intestinal se produce en los primeros
minutos de isquemia®®>”. El fenémeno maés sobresaliente desde el punto de vista
microscopico 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
criptas®®’?2%1°%7 [ a pérdida de enzimas del borde en cepillo de la célula del epitelio
intestinal (ej. maltasa) ocurre mds rapidamente que la pérdida de enzimas
citoplasmaticas como la lacticodeshidrogenasa (LDH), y esto precede claramente a la
lesiéon de las células de la cripta, lo cual marca el inicio de posteriores lesiones
irreversibles, ya que la reepitelizacion mucosa depende de la integridad de este ultimo

tipo celular’™”.
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En la reperfusion hay un incremento en la velocidad con la que se desprenden las células
epiteliales, asi como una alteracion de la membrana celular con la consiguiente pérdida
de enzimas citoplasmaticos y muerte celular’*’. Sin embargo, en otras células pueden
revertirse los cambios provocados por la isquemia y recuperar su funcion normal. Estas
células potencialmente viables son por lo tanto criticas en el periodo de reperfusion,
aunque tras ésta es dificil saber si las células dafiadas pertenecieron realmente al grupo
de las potencialmente viables'*®. Por otro lado, tras largos periodos de isquemia la lesion
debida al componente isquémico puede ser tan grande, que el neutralizar las especies
reactivas del oxigeno y eliminar gran parte de la lesion correspondiente al periodo de
reperfusion no represente una mejoria significativa®’*-28%60-361508

Desde el punto de vista terapéutico, el concepto de lesién por reperfusion solo puede
establecerse si una intervencion demuestra inequivocamente salvar las células viables

. . r s 14
tras la isquemia, después de la reperfusion'*.

Asimismo, la intensidad de la reaccidn inflamatoria en el tejido postisquémico puede ser
tan grande que la lesion por reperfusion se manifieste ademads en organos distantes. Ya

se ha hecho referencia al sindrome de disfuncién multiorganico.

Hay una amplia variacién en la tolerancia a la isquemia por parte de los distintos
organos. Esta variacion parece relacionarse mas con el érgano mismo y con las
condiciones de isquemia, que con el agente farmacoldgico utilizado para la eliminaciéon
de las especies reactivas del oxigeno.

Las especies reactivas del oxigeno participan en la comunicacién como transmisores de
seflales en varios tipos celulares, participando y modificando eventos fisioldgicos
relacionados a la unién ligando — receptor y activacion transcripcional. Regulan o
participan en el crecimiento, apoptosis, y en la respuesta adaptativa a la lesion o el
estrés. Las vias intracelulares estan implicadas en la muerte celular tras la reoxigenacion,
aunque la via especifica que conduce a la apoptosis o necrosis puede variar entre los
tipos celulares".

Fenémeno del no reflujo en la isquemia/reperfusiéon®>*%®

Aparte de las alteraciones provocadas por la reperfusion de los tejidos isquémicos:
pérdida de la integridad endotelial, edema intersticial, lesidon de las células
parenquimatosas, y disfuncidon organica; tras largos periodos de isquemia, al inicio del
periodo de reperfusion se puede producir un fallo en la perfusion del flujo sanguineo de
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algunos capilares individuales provocando focos de isquemia local, con la consecuente

prolongacidn de la hipoxia tisular durante la reperfusion.

Aparte de las especies reactivas del oxigeno derivadas de la xantina oxidasa’'’, se han
implicado a diversos mecanismos que promueven del fenomeno el no reflujo
postisquémico, tales como la hinchazon de las células endoteliales, hemoconcentracion
con alteracion de la fluidez de la sangre a nivel microvascular, incremento de la presion
postcapilar, compresion extravascular inducida por el edema intersticial, trombosis de la

microvasculatura, taponamiento de los capilares por los leucocitos.

Precondicionamiento isquémico

Ademas de los mecanismos descritos, se sabe que la exposicion previa de los tejidos a
breves periodos de isquemia, lo que se ha dado en llamar precondicionamiento
isquémico, previene el desarrollo de la lesién celular inducida por una posterior

265

interrupcion del flujo sanguineo de cardcter mas prolongado™". Este puede provocarse

en muchas situaciones o mediante diversos factores, tanto intencionada como
inadvertidamente®''~'2.

El hecho de que la lesion por isquemia/reperfusion esté mediada por las especies
reactivas del oxigeno, sugiere que la respuesta adaptativa a breves periodos de isquemia
pueda implicar una mayor produccidén de enzimas antioxidantes en los tejidos afectos.
En el intestino delgado, el precondicionamiento isquémico se asocia no so6lo con una
proteccion contra un posterior periodo de isquemia, sino también con una mayor
actividad de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa, catalasa y glutation

513 .
en su estudio sobre el desarrollo de

peroxidasa en la mucosa®’"*. Osborne y cols.
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 participacion 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 ldmina propia, y aunque no saben que tipo celular es el

implicado sefialan al endotelio como candidato.

Aparte de las especies reactivas del oxigeno, en el precondicionamiento también se ha

implicado a los canales de potasio dependientes del ATP, a la proteina quinasa C, a la

adenosina, a la produccién de moco y a una potenciada respuesta inflamatoria®' %',
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Objetivo

Se han empleado multitud de modelos experimentales para estudiar la lesion por
isquemia/reperfusion, tanto in vivo como in vitro. De los modelos empleados in vivo el
denominador comun en ellos es que la isquemia/reperfusion esta provocada mediante un
procedimiento mecénico, que es lo que a partir de ahora se denominard método fisico,
para distinguirlo del método farmacoldgico, que es el modelo que pretendemos estudiar
y comparar con el primero, demostrando con ello que se puede producir lesiéon por
isquemia/reperfusion mediada por sustancias quimicas, y que en esta Ultima estan

implicados las especies reactivas derivadas del oxigeno y el 6xido nitrico.
El objetivo del estudio es desarrollar un modelo en el intestino de rata que permita:

o Cuantificar, si se producia, la magnitud de alteraciones propias del sindrome de
isquemia/reperfusion provocado por medio de un mecanismo farmacolédgico, y
comparar diferentes aspectos de la lesion: dafio tisular y permeabilidad vascular
(valorados respectivamente por los niveles de LDH y azul de Evans en el liquido
perfundido por la luz del intestino sometido a intervencion), en funcion del método

empleado para producirla (fisico o farmacologico).

« Determinar si factores clasicamente implicados, como las especies reactivas del
oxigeno, y el oxido nitrico, que intervienen en la lesion por isquemia/reperfusion
producida por un mecanismo fisico (pinza hemostatica) contribuyen de igual manera
en la produccion de la lesion por isquemia/reperfusion farmacoldgica.
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Diseio del estudio, animales y métodos

Diserio
Estudio experimental aleatorizado, sin enmascaramiento.

Poblacion 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 estabulacion se les mantuvo en un ambiente controlado, con un ciclo
luminico de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, a una temperatura y humedad
constantes de 18 a 23 °C y 40 a 70 % respectivamente. Hasta el momento de la
experiencia fueron alimentados “ad libitum” con una dieta estandar para roedores y
agua.

Métodos de asignacion a los grupos de estudio

Se han empleado dos técnicas de asignacion aleatoria: asignacién aleatoria simple y
asignacion por bloques, utilizando un listado de numeros aleatorios generados por
calculadora o una tabla respectivamente, segiin en la fase del estudio en la que nos
encontrabamos.

Intervenciones

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

El cuidado y manipulacion de los animales se hizo de acuerdo con la normativa respecto
a la proteccion de animales utilizados para experimentacion y otros propositos

cientificos’>°!°,

Procedimiento general

Los animales se anestesian con uretano al 25 % (0,6 ml por cada 100 g de peso) por via
intraperitoneal, administrando dosis adicionales cuando fue necesario. Manteniéndose
con respiracion espontanea del aire de la habitacion. Se administra por via intravenosa
(vena femoral) azul de Evans al 1 % en suero salino (20 mg/kg)’'’. Tras laparotomia
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media de unos 3 cm de longitud, se selecciona un asa de ileon” preferentemente irrigada
por dos ramas de la arteria mesentérica superior, su longitud oscila entre los 3,5 y los 5,5
centimetros. Tras aclarar la luz intestinal de su contenido, se canula por ambos extremos
con tubos de silicona de unos 3 mm de didmetro 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 °C, ésta permanece durante toda la
experiencia en decubito lateral sobre una platina, calentada mediante unas resistencias,
reguldndose su temperatura por medio de un termostato. El liquido de perfusion (suero
salino), a través de un serpentin, se calienta en un bafio lo suficiente para que cuando
llegue al intestino (velocidad de perfusidén, 0,5 ml/min), éste tenga una temperatura
aproximada de 37 °C (cosa que se comprueba en cada experiencia por medio de un
sistema al que esta acoplado un termometro), evitdndose asi el enfriamiento del érgano.
Asi mismo, para evitar la desecacion, se coloca una gasa humedecida de manera
permanente con suero salino (superfusion a 0.5 ml/min y 37 °C), 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 liquido de perfusidon intestinal. Se considera un periodo de
estabilizacion postquirtrgica. Y de un segundo periodo durante el cual ya se recogen
muestras de liquido de perfusion. Este a su vez se puede subdividir, o no, en diferentes
subperiodos conforme al tipo de intervencidn que se lleve a cabo y segun se detalla a

continuacion.

Cuando se somete al intestino delgado de la rata a un proceso de isquemia/reperfusion,
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 continuacidén 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 duracién. A éste le seguird un periodo de 30 minutos o
periodo de reperfusion, 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 lesion por isquemia/reperfusion’®'.
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Figura 8. Escala de tiempo donde se detallan los diferentes periodos de que consta una experiencia
en la que se produce el sindrome de isquemia/reperfusion. Cada intervalo entre marcas verticales
indica el periodo de tiempo durante el cual se estd recogiendo una muestra.

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

A los animales pertenecientes al grupo control, obviamente no se les sometid a isquemia
ni a reperfusion, pero si se procedid a recoger muestras de liquido de perfusidn intestinal

de la misma manera que en los procedimientos anteriores.

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

Isquemia/reperfusion fisica (I/R fisica)

Ademas de toda la intervencidon “Procedimiento general”, expuesta en el punto anterior,
se emplea una pinza hemostatica 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 reperfusion.

Los criterios utilizados para la retirada anticipada de los animales sometidos a dicha
intervencion 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 intervencién se le somete Unicamente a lo que se ha
denominado intervencion general.

Para controlar la lesion por reperfusion, a otro grupo experimental no se le provoca la

misma, y se mantiene la isquemia 30 minutos mas (90 minutos en total).

Isquemia/reperfusion farmacologica (I/R farmacoldgica)

Ademas de lo expresado en el apartado “Procedimiento general”, para realizar esta
intervencion se superfunde a una velocidad constante (30 ml/h), las arterias que irrigan
el segmento intestinal perfundido con una sustancia vasoconstrictora (clorhidrato de
noradrenalina 2,510 M) en una solucién de suero salino al 0,9 %. A continuacion, y
para provocar el periodo de reperfusion 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~ M) y otra antagonista del vasoconstrictor
(clorhidrato de timoxamina 2-10~ M) en solucion de suero salino al 0,9 %. Hay que
asegurarse que dichas sustancias solo entren en contacto con las arterias seleccionadas y
asi produzcan s6lo un efecto local (en el intestino seleccionado). De entrar al interior del
abdomen se pueden producir alteraciones hemodindmicas no deseadas que obligarian a
retirar anticipadamente al animal del estudio.

Para asegurar que también estos goteos tengan una temperatura de 37 °C, se comprueba
al final de cada experiencia, utilizando la misma estrategia descrita para el liquido de

perfusion.

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

Al grupo control de esta intervencién se le somete Unicamente a lo que se ha
denominado intervencion general.
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Tratamientos

Los siguientes tratamientos farmacoldgicos se aplicaron a ambos modelos de I/R fisica e

I/R farmacologica.

El alopurinol se administré a los animales por via oral, en una suspension de
metilcelulosa al 1 %. La pauta de administracion fue la siguiente: 50 mg/kg cada 12
horas, los dos dias anteriores y 100 mg/kg el mismo dia de la experiencia, 2 horas antes

de la misma.

La superéxido dismutasa (SOD) (Ontosein”: orgoteina, actividad superéxido dismutasa
2.600 U/mg de proteina a pH 7,8") ha sido administrada por via intravenosa (vena
femoral), en una solucidén de suero salino al 0,9 %. La pauta de administracion fue,
perfusion continua (velocidad de perfusién 1 ml/hora) de 1.000 U - kg™ - hora”, desde
60 minutos antes de provocar la isquemia hasta el minuto 5 de la reperfusion (total 125

minutos).

La catalasa ha sido administrada por via intravenosa (vena femoral), en una solucion de
suero salino al 0,9 %. La pauta de administracion fue, perfusion continua (velocidad de
perfusion 1 ml/hora) de 200.000 U - kg™ - hora™, desde 60 minutos antes de provocar la

isquemia hasta el minuto 5 de la reperfusion (total 125 minutos).

La NC-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) se administr6 a los animales por via
intravenosa (vena femoral), en una solucion de suero salino al 0,9 %. La pauta de
administracién fue, perfusion continua de 15 mg - kg - hora” (velocidad de perfusion
1 ml/hora), desde el minuto 45 de isquemia hasta el minuto 30 de la reperfusion (total 45

minutos).

La L-arginina ha sido administrada por via intravenosa (vena femoral), en una solucién
de suero salino al 0,9 %. La pauta de administracion fue, perfusion continua (velocidad
de perfusién 1 ml/hora) de 300 mg - kg™ - hora™, desde el minuto 45 de isquemia hasta
el minuto 30 de la reperfusion (total 45 minutos).

A los grupos control se les ha sometido a la misma manipulacién que a los distintos
grupos intervencion. En caso de aplicacion de un tratamiento, al grupo control se le ha
administrado Unicamente el vehiculo con el que se administra el farmaco, o un farmaco

idéntico sin la actividad especifica del que se quiere controlar (D-NAME, D-arginina).

*
Informacion suministrada por el laboratorio farmacéutico.
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Definicion de la variable respuesta

Un hecho caracteristico en la reperfusion del intestino isquémico es el dafio funcional y
estructural de la mucosa®®’?%-270202504509 " 15 que  produce un incremento del
aclaramiento transmucoso de albiimina (y otras macromoléculas), por un aumento de la

1: : . . 46,208,210,248,279,284,312,421,451,484,485
permeabilidad microvascular y de la mucosa intestinal™

b

asi como un incremento en la liberacion de enzimas intracelulares debido al dafio

. 451,502-505
tisular™" .

Para cuantificarlas, se mide respectivamente el azul de Evans
extravasado (usado como marcador de la pérdida proteica intravascular), y el nivel del

enzima citosoélico lacticodeshidrogenasa (LDH) en el liquido de perfusion.

Para evaluar las alteraciones producidas durante el sindrome de isquemia reperfusion se
utilizan los siguientes criterios.

La permeabilidad vascular y de la mucosa intestinal a las proteinas del plasma es una
medida muy utilizada para cuantificar la disfuncién observada tras breves periodos de
isquemia intestinal®®’. Diversos trabajos muestran una correlacién positiva significativa
entre el incremento en la permeabilidad microvascular, y la extravasacion de ciertos
colorantes, como el azul de Evans, administrados por via intravenosa’ ',

Para valorar la permeabilidad vascular y de la mucosa intestinal, se determina la
acumulacién de azul de Evans en el liquido de perfusion intestinal, el cual tras la
administracion intravenosa se une a las proteinas del plasma, en su mayor parte a la

521,522

albimina . Diversos trabajos muestran una correlacion positiva significativa entre el

incremento en la permeabilidad microvascular, y la extravasacion de ciertos colorantes

18520 Esta valoracion se hace con un

administrados por via intravenosa
espectrofotdmetro, determinando la densidad optica del liquido de perfusion intestinal a

620 nm.

El mantenimiento de la isquemia provoca la liberacion de enzimas citosdlicos por

451,502-505

alteracion de la estructura celular , pudiéndose apreciar desde alteraciones

microscopicas hasta graves cambios macroscopicos>®’282-203-306:307

Para evaluar la lesion tisular, se mide la cantidad de LDH liberada a la luz intestinal, un
enzima presente en todas las células del organismo, que cataliza la conversion de
piruvato en lactato. Esta ya ha sido utilizada como marcador del estrés oxidativo’'. En el
analisis de las muestras de liquido de perfusion, se utilizé para su determinacidn el test
"Método estandar optimizado" de la Deutsche Gesellschaft fiir Klinische Chemie (Z.
klin.. Chem. u. klin. Biochem. 8 (1970) 658; 10 (1972) 182).

La determinacidn se basa en la siguiente reaccion:
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Piruvato + NADH + H"™ <2 5 [ -lactato + NAD" Reaccion 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 pmol/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 °C. Tras ello se recoge el sobrenadante (casi
toda la muestra) y se almacena en una nevera a 4 °C a la espera de ser analizado de la

manera descrita anteriormente.

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

Relacion de aparatos utilizados

Microscopio Binocular Jena, platina termostatada disefiada especialmente para acoplarse
al microscopio, bafio Selecta, bomba peristaltica Pharmacia Biotch P1, bomba de
perfusion Infors HT® Precidor Typ 5003, bomba de perfusién Braun Perfusor” IV,
centrifuga  Sorval RC5, espectrofotometro  Milton Roy  Spectronic 301,
espectrofotometro Hicel Lisa.

Farmacos 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 dia de la
experiencia, exceptuando la solucidn de uretano que se puede almacenar durante dias sin

problemas.
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Metodologia del analisis estadistico

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

Se procede a la evaluacion de los datos mediante un andlisis de la variancia de medidas
repetidas, utilizando el test conservador, en el cual se ajustan los grados de libertad de la
porcion intrasujetos’, ya que las pruebas F habituales no tienen en cuenta la correlacion
serial’®* que se da en el modelo que se presenta, y al no cumplirse en nuestros datos la
condicion de que estos sigan un patrén de esfericidad en la matriz de
variancias/covariancias de las variables ortonormalizadas®.

A la matriz de datos se analiza con un programa MANOVA de la aplicacion SPSS para
Windows Version 6.0.1 (Norusis, 1994), empleando contrastes tipo Simple y Helmert
para el andlisis de las diferencias entre tratamientos, utilizando el procedimiento de
Bonferroni de comparaciones multiples para controlar el incremento de probabilidad de
cometer un error tipo I (o = 0,05), en la aplicacion de contrastes a posteriori>>.

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 cuestion, su correspondiente periodo
control; una vez hecho, se calcula la diferencia entre los dos valores resultantes, su

intervalo de confianza del 95 % y su significacion estadistica.

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 fisica e I/R
farmacoldgica, y grupos tratamiento, fue excluida del estudio o del anélisis 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 selecciond un segmento de intestino delgado de 4,4 cm de longitud
media (DE: 0,6 cm).

La tabla 2 muestra las caracteristicas de ambas variables de seleccion en los grupos

implicados en andlisis posteriores.

Tabla 2. Datos descriptivos de los animales en las variables de seleccién peso (gramos) y longitud del
segmento intestinal (centimetros). Los datos se presentan como media y desviacion estandar de la muestra.
I/R: isquemia/reperfusion. L. s. i.: longitud del segmento de intestino delgado. SOD: superoxido dismutasa.
L-NAME: N -nitro-L-arginina metil éster.

Grupo Peso L.s. 1 N° casos
Control 306,2 (22,3) 4,7 (0,8) 31
Isquemia de 90 sin reperfusion 300,5 (17,5) 4,2 (0,6) 7
I/R fisica 2978 (22,4) 4,4 (0,7) 35
I/R fisica + alopurinol 296,7 (19,8) 4,4 (0,6) 10
I/R fisica + SOD 305,5 (20,1) 4,3 (0,4) 8
I/R fisica + catalasa 305,2 (15,5) 4,1 (0,4) 8
I/R fisica + L-NAME 311,8 (18,4) 4,5 (0,4) 8
I/R fisica + L-arginina 311,7 (16,0) 4,5 (0,5) 8
I/R farmacologica 304,3 (10,9) 4,3 (0,5) 19
I/R farmacologica + alopurinol 296,0 (16,2) 4,6 (0,7) 10
I/R farmacologica + SOD 3099 (19,9) 44 (0,3) 8
I/R farmacoldgica + catalasa 308,8 (15,1) 4,5 (0,4) 8
I/R farmacologica + L-NAME 306,8 (15,6) 4,5 (0,4) 8
I/R farmacologica + 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, 0.05s = 0,82) no significativo (P = 0,635)
para la longitud del segmento intestinal; y otro, Fi3 162, 00s = 0,93, igualmente no
significativo (P = 0,528) para la variable peso.

De igual manera, tampoco existen diferencias estadisticamente significativas entre los
periodos control de los animales pertenecientes a los grupos estudiados (son comparables),

1. cm de intestino perfundido'l) y azul

para las variables respuesta LDH (UI - ml”" - min
de Evans (densidad optica - 1000 - ml™" - min™' - cm de intestino perfundido™). Para ver los
resultados descriptivos de los mencionados periodos control en los distintos grupos, mirar

las tablas 4 a 10 del anexo I (paginas 228 a 234).

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

Resultado del analisis de la influencia de la reperfusién en la
lesion isquémica

Las graficas 1 y 2 muestran la evolucién de los niveles de LDH (UI - ml™" - min™ - cm de
intestino perfundido™) y azul de Evans (densidad optica - 1000 - mI” - min" - cm de
intestino perfundido™) a lo largo de los periodos control, isquémico y de reperfusién, en
el grupo I/R fisica; y de los periodos control e isquémico del grupo / 90° sin R,
controlado por el grupo control.

Estudio de los niveles de LDH en el liquido de perfusion.

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

El andlisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadisticamente

significativas entre el grupo I/R fisica 'y el grupo I 90" sin R (P <0,001).

* Fel, gb, a. Donde gl; son los grados de libertad de la variancia entre grupos; gl,, los grados de libertad de
la variancia intragrupos y; a, representa el riesgo a, el cual es la probabilidad de rechazar la hipdtesis
nula condicionada al hecho de que ésta sea verdadera (error tipo I).
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Grifica 1. Niveles de LDH (UI - ml" - min™ - ¢cm de intestino perfundido™) en el liquido de
perfusion intestinal. I: isquemia. R: reperfusion. LDH (UI): unidades del sistema internacional de
lacticodeshidrogenasa.

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

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre / 90° sin R respecto al
I/R fisica 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 reperfusion estos niveles aumentan
considerablemente, a diferencia de los que se les mantiene la isquemia hasta el final, que
permanecen mas o menos estables. La diferencia es maxima en el minuto 92 (en el grupo
I/R fisica, minuto 2 de la reperfusiéon y en el grupo 7 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 fisica y le
damos el wvalor 100 %. Esto equivaldria a decir que el grupo 7/ 90’ sin R tiene unos
niveles de LDH que son el 13,4 % de los observados en el grupo I/R fisica. Las
diferencias se mantienen hasta el final (en el grupo I/R fisica, minuto 30 de la

" 1095 %: Intervalo de confianza del 95 %.
* En este apartado, de aqui en adelante, los valores expresados en % tendran como referencia del 100 % el
nivel del grupo I/R fisica, en el intervalo de tiempo que nos estemos refiriendo.
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reperfusion y en el grupo 7 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 optica de azul de Evans en el liguido de perfusion.

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

i Azul de Evans (densidad optica x 1000)

10 —1I/R fisica
—190’sin R

—Control  -------- -

8 L

30 90 120
Minutos

Grifica 2. Niveles de azul de Evans (densidad optica - 1000 - mI" - min” - ¢cm de intestino
perfundido™) en el liquido de perfusion intestinal. I: isquemia. R: reperfusion.

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

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

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre / 90’ sin R respecto al
I/R fisica 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 reperfusion estos niveles aumentan considerablemente, a
diferencia de los que se le mantiene la isquemia hasta el final, que permanecen mas o
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menos estables. La diferencia es maxima en el minuto 94 (en el grupo I/R fisica, minuto
4 de la reperfusion y en el grupo 7 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 equivaldria a decir que el grupo 7 90’ sin R tiene unos niveles de azul de Evans
que son el 2,1 % de los observados en el grupo I/R fisica. Las diferencias se
mantienen hasta el final (en el grupo /R fisica, minuto 30 de la reperfusion y en el grupo
1 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 analisis de los modelos de referencia

Antes de proseguir, aclarar que los resultados que mostraremos a partir de aqui hasta el
final de la seccion “Resultados”, se han obtenido tras el analisis de dos matrices de datos
siguiendo el modelo estadistico descrito en la seccidon “Metodologia”.

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

En los resultados obtenidos de los analisis efectuados sobre una u otra matriz de datos,
aunque nos refiramos en el texto, en las graficas o en las tablas, Uinicamente 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 estan
compuestas por 7 grupos, como ha sido especificado anteriormente.

El estudio de comparabilidad inicial no se opone a aceptar que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los periodos control del grupo control, del I/R fisica 'y
todos los grupos I/R fisica 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). Asi
como tampoco entre los periodos control del grupo control, del I/R farmacologica y todos
los grupos I/R farmacoldgica 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 graficas 3 y 4 muestran la evolucién de los niveles de LDH (UI - mI" - min™ - cm de

intestino perfundido™) y azul de Evans (densidad 6ptica - 1000 - ml” - min” - cm de
intestino perfundido™) a lo largo de los periodos control, isquémico y de reperfusion, en los
grupos I/R fisica, I/R gimica'y control.

Analisis del modelo isquemia/reperfusion fisica

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

Estudio de los niveles de LDH en el liquido de perfusion.

El andlisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos I/R fisica 'y control (P <0,001) (grafica 3).

LDH (Ul)
5
—I/R fisica
20 " —1/R farmacoldgica
—Control
15 -
10
5 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
0 /N /N PaN
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Grifica 3. Niveles de LDH (UI - ml" - min” - ¢cm de intestino perfundido™) en el liquido de
perfusion intestinal. I/R: isquemia/reperfusion. 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 fisica, 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 maxima 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 fisica, durante todo el periodo de reperfusion 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 maxima diferencia se observa en el minuto 92 (minuto
2 de la reperfusion), 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 reperfusion), 6,3 Ul
(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 optica de azul de Evans en el liquido de perfusion.

El andlisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos I/R fisica 'y control (P <0,001) (grafica 4).

Azul de Evans (densidad éptica x 1000)

12
—1I/R fisica
10 —I/R farmacolégica.
8 --—Control | -

30 90 120
Minutos

Grifica 4. Niveles de azul de Evans (densidad optica -+ 1000 - mI" - min” - cm de intestino
perfundido™) en el liquido de perfusion intestinal. I/R: isquemia/reperfusion.
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 /R fisica, 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 maxima 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 fisica, durante todo el periodo de reperfusidon 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 maxima diferencia se observa en el
minuto 94 (minuto 4 de la reperfusion), 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
reperfusion), 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.

Analisis del modelo isquemia/reperfusion farmacologica

El estudio se ha hecho comparando los grupos I/R farmacoldgica y control, manteniendo

la influencia sobre ambos de los 5 grupos I/R farmacoldgica con tratamiento.

Estudio de los niveles de LDH en el liquido de perfusion.

El analisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos I/R farmacologica 'y control (P <0,001) (grafica 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 farmacologica, respecto a lo que le ocurre al grupo control
entre los tiempos 30 y 90 minutos.

Por el contrario, en el grupo I/R farmacoldgica, durante todo el periodo de reperfusion se
encuentran aumentados los niveles de LDH respecto a lo que le ocurre al grupo control
entre los tiempos 90 y 120 minutos. La méaxima diferencia se observa en el minuto 94
(minuto 4 de la reperfusion), 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 reperfusion), 3,5 UL (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 optica de azul de Evans en el liquido de perfusion.

El andlisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos I/R farmacologica y control (P <0,001) (grafica 4).

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

En el grupo I/R farmacologica, existe un incremento estadisticamente significativa de
los niveles de azul de Evans en los tltimos 20 minutos del periodo isquémico, respecto a
lo que le ocurre al grupo control entre los tiempos 70 y 90 minutos. La méaxima
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 farmacologica, durante todo el periodo reperfusion 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 méxima diferencia se observa en el
minuto 94 (minuto 4 de la reperfusién), 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
reperfusion), 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 analisis de la influencia del método para producir
la lesién por isquemia/reperfusion

El anélisis lo subdividimos en 4 subapartados.
Resultado del analisis de la influencia de las especies reactivas del oxigeno en
la isquemia/reperfusion mediada por un método fisico

Las graficas 5 y 6 muestran la evolucion de los niveles de LDH (Ul - ml" - min™ - cm de
intestino perfundido™) y azul de Evans (densidad 6ptica - 1000 - ml” - min” - cm de
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intestino perfundido™) a lo largo de los periodos control, isquémico y de reperfusion, en los
grupos I/R fisica + alopurinol, I/R fisica + SOD e I/R fisica + catalasa, respecto al grupo
I/R fisica, controlados por el grupo control.

Estudio de los niveles de LDH en el liquido de perfusion.

LDH (UI)
25
—I/R fisica
20 [ —|/Rfisica + alopurinol |~~~
—I/R fisica + SOD
151 R isica + catalasa
Control

30 90 120
Minutos

Grafica 5. Niveles de LDH (UI - ml" - min” - cm de intestino perfundido™) en el liquido de
perfusion intestinal. I/R: isquemia/reperfusion. LDH (UI): unidades del sistema internacional de
lacticodeshidrogenasa. SOD: superoxido dismutasa.

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

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

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos con

tratamiento respecto al grupo I/R fisica durante todo el periodo isquémico.

El tratamiento con alopurinol reduce de manera muy significativa los niveles de LDH
durante toda la reperfusion, siendo maxima 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 reduccién hasta el minuto 30 de la
reperfusion (o lo que es lo mismo, hasta el minuto 120 de la experiencia). Los niveles de



126 Resultados. Influencia del método

LDH en ese momento son algo mas de la mitad de los observados en el grupo I/R fisica,
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 proporcidon la maxima reduccion se produce a los 4 minutos
de la reperfusion, 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 reperfusion. Es maxima a los 2 minutos de dicho periodo con una
reduccion 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 reperfusién, momento en el que son algo
menores a la mitad de los observados en el grupo I/R fisica, siendo la diferencia de 4,1
UI (IC95 %: 1,8 a 6,4) (P <0,001), 0 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
estadistico no reduce significativamente los niveles de LDH de manera global, aunque si
lo hace en valores absolutos. Analizando las diferencias en cada uno de los tiempos, se
aprecia una reduccion significativa a los 6 minutos de la reperfusion, 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 significacion se
mantiene esporadicamente hasta el minuto 30 de la reperfusioén, 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 fisica. La maxima diferencia en
términos absolutos, se observa a los 2 minutos de la reperfusion, 4,5 UI (IC95 %: -0,2 a
9,2), pero ésta no es estadisticamente significativa, P = 0,061.

Estudio de los niveles de densidad dptica de azul de Evans en el liguido de perfusion.

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

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

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos con

tratamiento respecto al grupo I/R fisica durante todo el periodo isquémico.

El tratamiento con alopurinol reduce de manera muy significativa los niveles de azul de
Evans durante toda la reperfusion. Es maxima a los 4 minutos de dicho periodo con una
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reduccion 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 reduccion se mantiene hasta el minuto 30 de la reperfusion, instante en el que son
algo mayores a un tercio de los observados en el grupo I/R fisica. 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
proporcioén la méxima reduccion se produce a los 2 minutos de la reperfusion, un 85,8 %
(IC95 %: 42,1 a 129,5).

Azul de Evans (densidad éptica x 1000)
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Grifica 6. Niveles de azul de Evans (densidad 6ptica - 1000 - ml" - min” - cm de intestino
perfundido™) en el liquido de perfusién intestinal. I/R: isquemia/reperfusion. SOD: superoxido
dismutasa.

El tratamiento con SOD reduce los niveles de azul de Evans durante la reperfusion, pero
¢sta deja de ser estadisticamente significativa a partir del minuto 12 de dicho periodo. El
efecto maximo 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 reduccion 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 reperfusion, 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 proporciéon 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
estadistico no reduce significativamente los niveles de azul de Evans de manera global,
aunque si lo hace en valores absolutos. Analizando las diferencias en cada uno de los

tiempos, solo se aprecia una reduccion significativa en los primeros 4 minutos de la
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reperfusion. Proporcionalmente el efecto maximo del tratamiento se observa en el
minuto 2 con una reduccion 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 a7,9) (P=0,013). Aunque en valores absolutos la maxima diferencia se produce en
el minuto 4, donde ésta es de 5,3 (IC95 %: 0,8 a 9,8) (P = 0,021), representando s6lo una
reduccion del 47,0 % (IC95 %: 7,3 a 86,7).

Resultado del analisis de la influencia de las especies reactivas del oxigeno en
la isquemia/reperfusion mediada por un método farmacologico

1

Las graficas 7 y 8 muestran la evolucion de los niveles de LDH (UI - ml™ - min™ - cm de

' cm de

intestino perfundido™) y azul de Evans (densidad optica - 1000 - ml™" - min
intestino perfundido™) a lo largo de los periodos control, isquémico y de reperfusion, en
los grupos I/R farmacologica + alopurinol, I/R farmacologica + SOD e I/R farmacolo-

gica + catalasa, respecto al grupo I/R farmacologica, controlados por el grupo control.

Estudio de los niveles de LDH en el liquido de perfusion.

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

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

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos I/R farmaco-
logica + alopurinol e I/R farmacoldgica + catalasa respecto al grupo I/R farmacolégica
durante todo el periodo isquémico. Sin embargo, en el grupo I/R farmacologica + SOD,
si existe una disminucion de los niveles de LDH durante todo el periodo mencionado,
siendo ésta significativa en los ultimos 30 minutos. La méxima 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 reduccion del 74,7 % (IC95 %:
22,5 a 126,9) de los niveles observados en el grupo sin tratamiento. Aunque en
proporcion la reduccidn maxima significativa se produce al minuto 40 de la isquemia, un
92,0 % (IC95 %: 7,3 a 176,7).
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Grifica 7. Niveles de LDH (UI - mI" - min™ - ¢cm de intestino perfundido™) en el liquido de
perfusion intestinal. I/R: isquemia/reperfusion. LDH (UI): unidades del sistema internacional de
lacticodeshidrogenasa. SOD: superoxido dismutasa.

El tratamiento con alopurinol reduce significativamente los niveles de LDH durante toda la
reperfusion. Es maxima a los 4 minutos de dicho periodo donde la diferencia es de 5,9 Ul
(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 ¢sta hasta
el minuto 30 de la reperfusién, momento en el cual los niveles son algo mayores a la
mitad de los observados en el grupo I/R farmacoldgica, 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 %:
8,9a75,3).

El tratamiento con SOD igualmente reduce de manera significativa los niveles de LDH
en toda la reperfusion. Es méxima 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 reduccion 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 reperfusion, con unos niveles de LDH en ese instante
algo menores a la mitad de los observados en el grupo I/R farmacolégica, 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 proporcién la maxima reduccion se produce a los 2 minutos de la
reperfusion, 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 estadistico no reduce de manera significativa los niveles de LDH. La
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aplicacidn 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 optica de azul de Evans en el liquido de perfusion.

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

La aplicacion de los contrastes entre los grupos I/R farmacologica con tratamiento
respecto al I/R farmacoldgica, controlados por el grupo control, para todos los tiempos
estudiados de isquemia y de reperfusion estan especificados en las tablas 28, 30 y 32 en

el anexo IV.

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo I/R
farmacologica + catalasa respecto al grupo I/R farmacologica durante todo el periodo
isquémico. Sin embargo, en los grupos I/R farmacologica + alopurinol e I/R
farmacologica + SOD, si existe una disminucion estadisticamente significativa de los
niveles de azul de Evans en los udltimos 20 minutos de la isquemia. La méxima
diferencia se obtiene al final del periodo, en el grupo I/R farmacoldgica + alopurinol
¢sta es de 0,09 (IC95 %: 0,02 a 0,16) (P = 0,018) lo que equivale a una reduccion 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 reduccion 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 reperfusion. Es méxima 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 reduccién 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 reperfusion, 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 farmacoldgica, 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 reperfusion, pero
¢ésta deja de ser estadisticamente significativa a partir del minuto 12 de dicho periodo. El
efecto maximo se observa a los 4 minutos en donde la diferencia es de 3,4 (IC95 %: 1,8
a5,1) (P <0,001), que es una reduccion del 84,1 % (IC95 %: 43,3 a 124,8) respecto a

los observados en el grupo sin tratamiento.
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Azul de Evans (densidad optica x 1000)
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Grifica 8. Niveles de azul de Evans (densidad éptica - 1000 - ml" - min" - cm de intestino
perfundido™) en el liquido de perfusién intestinal. I/R: isquemia/reperfusion. SOD: superéxido
dismutasa.

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

Resultado del analisis de la influencia del oxido nitrico en la
isquemia/reperfusion mediada por un método fisico

Las graficas 9 y 10% muestran la evolucién de los niveles de LDH (UI - ml™” - min™ - cm
de intestino perfundido™) y azul de Evans (densidad éptica - 1000 - ml™" - min™ - cm de
intestino perfundido™) a lo largo de los periodos control, isquémico y de reperfusién, en
los grupos I/R fisica + L-NAME ¢ I/R fisica + L-arginina, respecto al grupo I/R fisica,
controlados por el grupo control.

Estudio de los niveles de LDH en el liquido de perfusion.

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

% Advertencia: la grafica 10 posee una escala diferente al resto de las graficas que representan la densidad
optica de Azul de Evans.
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La aplicacion de los contrastes entre los grupos I/R fisica con tratamiento respecto al
I/R fisica, controlados por el grupo control, para todos los tiempos estudiados de
isquemia y de reperfusion estan especificados en las tablas 23, y 25 en el anexo IV.

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos con
tratamiento respecto al grupo I/R fisica durante todo el periodo isquémico.
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Grifica 9. Niveles de LDH (UI - ml" - min” - ¢cm de intestino perfundido™) en el liquido de
perfusion intestinal. I/R: isquemia/reperfusion. LDH (UI): unidades del sistema internacional de
lacticodeshidrogenasa. L-NAME: N-nitro-L-arginina metil éster.

El tratamiento con L-NAME aumenta de manera muy significativa los niveles de LDH
durante casi toda la reperfusion. Y puntualizo casi, porque a pesar que si aumentan los
niveles de LDH durante los primeros 4 minutos de la reperfusion, no lo hacen de manera
estadisticamente significativa. Al minuto 6 de la reperfusion es cuando se empiezan a
observar diferencias estadisticamente significativas, siendo ademas en éste momento
cuando es maxima, con un aumento de 6,6 Ul (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
reperfusion, momento en el son superiores en 3,5 Ul (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 fisica. En

proporcidn el incremento maximo se produce a los 8 minutos de la reperfusion, un 59,5 %.

El tratamiento con L-arginina, por el contrario, reduce de manera muy significativa los

niveles de LDH en toda la reperfusion, siendo maxima a los 2 minutos de dicho periodo
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en la que la reduccion 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). Esta se mantiene hasta el minuto 30 de la reperfusion, instante en el
que los niveles de LDH son aproximadamente la mitad de los observados en el grupo
I/R fisica, 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 optica de azul de Evans en el liquido de perfusion.

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

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

Azul de Evans (densidad 6ptica x 1000)

30 | —I/R fisicka o~
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Grifica 10. Niveles de azul de Evans (densidad 6ptica - 1000 - ml" - min” - cm de intestino
perfundido™) en el liquido de perfusion intestinal. I/R: isquemia/reperfusion. L-NAME: N-nitro-L-
arginina metil éster. Hacer notar que esta grafica posee una escala diferente al resto de las
graficas que representan la densidad optica de Azul de Evans.

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

El tratamiento con L-NAME aumenta de manera muy significativa los niveles de azul de
Evans durante toda la reperfusion. La diferencia absoluta es maxima 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. Esta se mantiene hasta el minuto 30 de la reperfusién, con unos niveles en
ese momento superiores en mas de tres veces los observados en el grupo I/R fisica, lo
que equivale a un incremento del 224,1 % (IC95 %: 174,1 a 274,1), la diferencia es de
4,8 (IC95 %: 3,7a5,9) (P <0,001). En proporcidén el incremento maximo se produce a
los 18 minutos de la reperfusion, 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 estadistico no reduce de manera significativa los niveles de azul de
Evans. Con la aplicacion de los contrastes se pone de manifiesto que sélo existe una
reduccion estadisticamente significativa en los primeros 2 minutos de la reperfusion, con
una reduccion 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 estadisticamente
significativa, P =0,071.

Resultado del analisis de la influencia del oOxido nitrico en la
isquemia/reperfusion mediada por un método farmacologico

Las graficas 11 y 12 muestran la evolucion de los niveles de LDH (UI - ml™” - min™ - cm
de intestino perfundido™) y azul de Evans (densidad éptica - 1000 - ml™" - min™' - cm de
intestino perfundido™) a lo largo de los periodos control, isquémico y de reperfusion, en
los grupos I/R farmacologica + L-NAME e I/R farmacoldgica + L-arginina, respecto al
grupo I/R farmacologica, controlados por el grupo control.

Estudio de los niveles de LDH en el liquido de perfusion.

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

La aplicacion de los contrastes entre los grupos I/R farmacologica con tratamiento
respecto al I/R farmacoldgica, controlados por el grupo control, para todos los tiempos
estudiados de isquemia y de reperfusion estan especificados en las tablas 33, y 35 en el
anexo IV.
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LDH (UI)
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Grifica 11. Niveles de LDH (UI - ml" - min™ - cm de intestino perfundido™) en el liquido de
perfusion intestinal. I/R: isquemia/reperfusion. LDH (UI): unidades del sistema internacional de
lacticodeshidrogenasa. L-NAME: N-nitro-L-arginina metil éster.

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

El tratamiento con L-NAME aumenta de manera muy significativa los niveles de
LDH durante casi toda la reperfusion. Matizo casi porque los valores de LDH
durante los 4 primeros minutos de la reperfusion son menores que los observados en
el grupo I/R farmacoldgica, aunque estas diferencias no son estadisticamente
significativas. A partir del minuto 6 de la reperfusion los niveles de LDH en el liquido
de perfusion son mayores en el grupo con tratamiento que en el grupo sin tratamiento,
siendo estas diferencias estadisticamente significativas a partir del minuto 8. La méxima
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
reperfusion, 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 /R farmacoldgica, 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 reperfusion, siendo maxima 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 reperfusidon, con unos niveles de LDH de
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aproximadamente dos tercios de los observados en el grupo I/R farmacoldgica, 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 proporcidon la maxima reduccidon se produce a los 2
minutos de la reperfusion, 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 optica de azul de Evans en el liquido de perfusion.

El andlisis de los datos pone de manifiesto la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo I/R farmacolégica y los grupos I/R farma-colégica + L-
NAME (P <0,001) e I/R farmacoldgica + L-arginina (P = 0,002).

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

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

5 Azul de Evans (densidad 6ptica x 1000)

10 —I/R farmacoldgica
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Grifica 12. Niveles de azul de Evans (densidad optica - 1000 - ml" - min" - cm de intestino

perfundido™) en el liquido de perfusion intestinal. I/R: isquemia/reperfusion. L-NAME: N®-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 reperfusion. La primera diferencia significativa desde el punto
de vista estadistico 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 estadisticamente significativos en los niveles de azul de Evans, siendo
maximo 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) mas respecto a los observados en el
grupo sin tratamiento, y manteniéndose éste hasta el minuto 30 de la reperfusion, con
unos niveles superiores en mas de cuatro veces de los observados en el grupo I/R farma-
colégica, donde la diferencia es de 1,8 (IC95 %: 1,3 2 2,3) (P <0,001), o seaun 312,3 %
mas (IC95 %: 398,2 a 226.,4). En proporcion el incremento maximo se produce a los 21
minutos de la reperfusion 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 reperfusidn, pero ésta deja de ser estadisticamente significativa a partir del
minuto 10 de dicho periodo. El efecto méximo 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 reduccion 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 v L-arginina.

Aparte se realizaron unas experiencias para controlar el efecto tanto de L-NAME como
de la L-arginina, con sus enantidémeros inactivos D-NAME y D-arginina, utilizando una
pauta de administracion idéntica. En estas no se aprecia influencia de estos tratamientos
sobre el grupo de referencia sometido a isquemia/reperfusion que Unicamente recibe

suero por via intravenosa (resultados no mostrados).

Resultado del analisis de la comparacion de los métodos (fisico
y farmacolégico) para producir la lesién por isquemia/reperfu-
sidn

Los apartados precedentes a esta seccion de resultados nos describen el particular

comportamiento de la lesion por isquemia/reperfusion en sus distintas fases y la
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influencia de los diferentes tratamientos empleados sobre la misma, segin el método

empleado para producirla.

En el presente apartado se comparan las diferencias estandarizadas en tanto por

1. ¢m de intestino perfundido™) y

ciento, de los niveles de LDH (UI - ml”' - min
azul de Evans (densidad 6ptica - 1000 - ml”' - min - cm de intestino perfundido™)
en el liquido de perfusion intestinal, después de los distintos tratamientos a los que

se han sometido los grupos I/R fisica e I/R farmacologica.

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 fisica e I/R fisica con los respectivos tratamientos y entre los grupos I/R far-
macologica e I/R farmacologica con los respectivos tratamientos se solapan en un
tiempo dado, podemos decir que no hay diferencias estadisticamente significativas
entre los dos métodos, en ese tiempo y para este tratamiento en concreto. Se
concluird que hay diferencias significativas, si ocurre lo contrario, o sea, que ambos

intervalos de confianza del 95 % no tengan puntos en comun.

Las diferencias encontradas en los niveles de LDH (graficas 5y 7) y azul de Evans
(graficas 6 y 8) entre los grupos de animales a los que se le ha sometido a I/R fisica
o I/R farmacologica y han sido tratados en cada caso con alopurinol, SOD o
catalasa, respecto a los grupos [I/R fisica o I/R farmacologica; son
proporcionalmente iguales desde el punto de vista estadistico en todos los tiempos
estudiados y en ambos modelos (modelo fisico y modelo farmacoldgico), como se
muestra en las graficas 13 y 14, y en las tablas 17, 18, 27 y 28 del anexo IV
(tratamiento con alopurinol); en las graficas 15 y 16, y en las tablas 19, 20, 29 y 30
del anexo IV (tratamiento con SOD); y en las graficas 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 fisica o I/R farmacologica 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 (graficas 9 y 11) y azul de Evans
(gréaficas 10 y 12), que son proporcionalmente iguales desde el punto de vista estadistico,
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
reperfusion 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 graficas 19 y 20, y en las tablas 23, 24, 33 y 34 del anexo
IV (tratamiento con L-NAME); y en las graficas 21 y 22, y en las tablas 25, 26, 35 y 36 del

anexo [V (tratamiento con L-arginina).
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Grifica 13. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de LDH (UI - mI™" - min™ - cm
de intestino perfundido™) en el liquido de perfusion intestinal, tras tratar con alopurinol. Mostrado
como media aritmética (linea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (—) diferencia estandarizada
entre I/R fisica e I/R fisica tratado con alopurinol. (—) diferencia estandarizada entre I/R quimica e /R
quimica tratado con alopurinol. (—) zona comuin entre ambos modelos.

Azul de Evans. Diferencia estandarizada en %
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Grifica 14. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de azul de Evans (densidad
6ptica - 1000 - ml" - min™ - cm de intestino perfundido™) en el liquido de perfusion intestinal, tras tratar
con alopurinol. Mostrado como media aritmética (linea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (—)
diferencia estandarizada entre I/R fisica e I/R fisica tratado con alopurinol. (—) diferencia
estandarizada entre I/R quimica e I/R quimica tratado con alopurinol. (—) zona comun entre ambos
modelos.
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LDH. Diferencia estandarizada en %
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Grifica 15. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de LDH (UI - mI™" - min™ - cm
de intestino perfundido™) en el liquido de perfusion intestinal, tras tratar con superéxido dismutasa.
Mostrado como media aritmética (linea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (—) diferencia
estandarizada entre I/R fisica e I/R fisica tratado con superdxido dismutasa. (—) diferencia
estandarizada entre I/R quimica e I/R quimica tratado con superoxido dismutasa. (—) zona comun
entre ambos modelos.

Azul de Evans. Diferencia estandarizada en %
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Grifica 16. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de azul de Evans (densidad
6ptica - 1000 - ml™" - min™ - cm de intestino perfundido™) en el liquido de perfusion intestinal, tras tratar
con superoxido dismutasa. Mostrado como media aritmética (linea) e intervalo de confianza del 95 %
(barra). (—) diferencia estandarizada entre I/R fisica e I/R fisica tratado con superéxido dismutasa. (—)
diferencia estandarizada entre I/R quimica e I/R quimica tratado con superoxido dismutasa. (—) zona
comun entre ambos modelos.
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Grifica 17. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de LDH (UI - mI™" - min™ - cm
de intestino perfundido™) en el liquido de perfusion intestinal, tras tratar con catalasa. Mostrado como
media aritmética (linea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (—) diferencia estandarizada entre
I/R fisica e I/R fisica tratado con catalasa. (—) diferencia estandarizada entre I/R quimica e I/R quimica
tratado con catalasa (—) zona comim entre amhos modelos

Azul de Evans. Diferencia estandarizada en %
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Grifica 18. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de azul de Evans (densidad
optica - 1000 - mI™ - min™ - cm de intestino perfundido™) en el liquido de perfusion intestinal, tras tratar
con catalasa. Mostrado como media aritmética (linea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (—)
diferencia estandarizada entre I/R fisica e I/R fisica tratado con catalasa. (—) diferencia estandarizada
entre I/R quimica e I/R quimica tratado con catalasa. (—) zona comun entre ambos modelos.
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LDH. Diferencia estandarizada en %
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Grafica 19. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de LDH (UI - ml™ - min™ - cm
de intestino perfundido™) en el liquido de perfusion intestinal, tras tratar con N°-nitro-L-arginina
metil éster. Mostrado como media aritmética (linea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (—)
diferencia estandarizada entre I/R fisica e I/R fisica tratado con N®-nitro-L-arginina metil éster.
(—) diferencia estandarizada entre /R quimica e I/R quimica tratado N®-nitro-L-arginina metil
éster. (—) zona comun entre ambos modelos.

Azul de Evans. Diferencia estandarizada en %
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Grifica 20. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de azul de Evans (densidad
6ptica - 1000 - ml” - min™ - cm de intestino perfundido™) en el liquido de perfusion intestinal, tras tratar
con N-nitro-L-arginina metil éster. Mostrado como media aritmética (linea) e intervalo de
confianza del 95 % (barra). (—) diferencia estandarizada entre I/R fisica e I/R fisica tratado con N°-
nitro-L-arginina metil éster. (—) diferencia estandarizada entre I/R quimica e I/R quimica tratado con
NCnitro-L-arginina metil éster. (—) zona comun entre ambos modelos.
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Grifica 21. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de LDH (UI - mI™ - min™ - cm
de intestino perfundido™) en el liquido de perfusion intestinal, tras tratar con L-arginina. Mostrado
como media aritmética (linea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (—) diferencia
estandarizada entre I/R fisica e I/R fisica tratado con L-arginina. (—) diferencia estandarizada entre
I/R quimica e I/R quimica tratado con L-arginina. (—) zona comun entre ambos modelos.
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Grifica 22. Diferencia estandarizada en tanto por ciento de los niveles de azul de Evans (densidad
6ptica - 1000 - ml™ - min™ - cm de intestino perfundido™) en el liquido de perfusién intestinal, tras tratar
con L-arginina. Mostrado como media aritmética (linea) e intervalo de confianza del 95 % (barra). (—)
diferencia estandarizada entre I/R fisica e I/R fisica tratado con L-arginina. (—) diferencia
estandarizada entre I/R quimica e I/R quimica tratado con L-arginina. (—) zona comin entre ambos
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Discusion

Se han ideado diferentes modelos experimentales para aclarar los mecanismos
implicados en la patogénesis de la isquemia/reperfusion intestinal, que intentan imitar la
situacion clinica, no sin dificultad. Ya que la enfermedad isquémica del intestino
delgado se puede caracterizar tanto por un cese o por una reduccion en el flujo
sanguineo, se han empleado modelos experimentales en los que se provoca, o una

isquemia total, o una isquemia parcial o hipoperfusion.

Practicamente toda la literatura concerniente al estudio de la lesién por

117,296,367,368,384,386,393,431,458,459,465,526
, 0 la gran

isquemia/reperfusion, ya sea in vitro
cantidad de modelos in vivo, estan basados en experimentos en los que el mecanismo por
el que se produce la lesiébn comporta toda una serie de procedimientos fisicos, en
algunos casos bastante engorrosos (oclusion arterial mecdnica 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], hipotension
regional mediante circuito de circulacidon extracorporea con el que se regula el flujo

46,142,275,277,317,393,450,454,456 iy .-
[T BRI traceion mecanica del paquete

396,466,532

sanguineo o la presion arteria

373,451
1’7

vascular que irriga un segmento intestina , trasplante de

429,533

, hemorragia
organos , ...), lo cual permite el estudio de las caracteristicas de la lesidon por
isquemia/reperfusion de manera bastante eficiente, pero desgraciadamente no contempla
situaciones que se pueden dar en patologia como isquemias y reperfusiones mas o menos
transitorias mediadas por factores humorales (quimicos), como en el caso de las
isquemias no oclusivas®®*~?"*****> Hay muchos factores implicados en la regulacion de
la circulacion mesentérica (sistema nervioso autonomo, condiciones circulatorias,
agentes vasoactivos, metabolitos, autorregulacion, ...). Una alteracion en uno o varios de
estos factores puede producir una vasoconstriccion persistente, la cual se considera el
principal factor de la isquemia intestinal no oclusiva®>’*>. Por otro lado, estudios
clinicos muestran que la alteracidon histologica es la misma, ya sea el proceso causal la
oclusion completa de la arteria o vena, o una vasoconstriccidon esplacnica prolongada y
severa, algo que se puede hacer extensivo a las alteraciones clinicas y de laboratorio™.

Asi, el principal objetivo fue el desarrollar un modelo experimental en la rata, que
permitiera cuantificar las alteraciones producidas por isquemia/reperfusion mediada por
sustancias quimicas y poder observar las caracteristicas diferenciales respecto al modelo
clasico de isquemia/reperfusion producido por un mecanismo fisico, donde las especies

reactivas del oxigeno y el éxido nitrico tienen un papel muy relevante.
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Consideraciones sobre la metodologia empleada

Variables respuesta.

En el presente modelo (intestino de rata perfundido), lo primero fue comprobar que la
isquemia/reperfusion producida por un mecanismo fisico (pinza hemostatica) tenia unas
caracteristicas funcionales similares a los modelos clasicos de isquemia/reperfusion
descritos por Granger™®, Parks®”, ..., en el que las especies reactivas del oxigeno tienen
un papel fundamental en las alteraciones asociadas a la reperfusion de tejidos

isquémicos.

Una de las primeras manifestaciones del dafio intestinal promovida por la
isquemia/reperfusion es el incremento de la permeabilidad capilar que desencadena la
aparicion de edema tisular y la extravasacion de liquido a la luz intestinal, los cuales son
indicadores sutiles de lesion isquémica’®?*2%#344539%8 "pogiblemente, la respuesta de
las vénulas a la isquemia/reperfusion mas ampliamente estudiada es la permeabilidad
vascular aumentada, que refleja una reduccién en las propiedades restrictivas de la

barrera endotelial debido al estrés oxidativo*®!!7-368:380-382.384

1145,3 16,453,456,458,459,465

y a la adhesion entre el

leucocito y la célula endotelia

El mantenimiento de la isquemia provoca la liberacion de enzimas citosdlicos por

451,502-505

alteracion de la estructura celular , pudiéndose apreciar desde alteraciones

microscopicas hasta graves cambios macroscopicos>®’282-03:306:307

Un hecho caracteristico en la reperfusion del intestino isquémico es el dafio funcional y

267,269,270,502,504,509

estructural de la mucosa , lo que produce un incremento del

aclaramiento transmucoso de albimina (y otras macromoléculas) por un aumento de la

s - - . 146,208,210,248,279,284,312,421,451,484,485
permeabilidad microvascular y de la mucosa intestina]*®-20%210-248.279.284.312.421.451.484,

b

asi como un incremento en la liberacion de enzimas intracelulares debido al dafio

. 451,502-505 , . )
tisular™ , lo cual esta directamente relacionado tanto con la

279,360,361,450,451,453

duracion como con la severidad de la isquemia®®’****%*2 A mayor

duracion de la anoxia, mas produccion de especies reactivas del oxigeno en la

. hasta un tiempo maximo ®. Para cuantificarlas, se mide

reoxigenacién®®
respectivamente el azul de Evans extravasado (usado como marcador de la pérdida

proteica intravascular) y el nivel del enzima citosolico LDH en el liquido de perfusion.

Densidad optica de azul de Evans

La permeabilidad vascular y de la mucosa intestinal a las proteinas del plasma es una
medida muy utilizada para cuantificar la disfuncion observada tras breves periodos de
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. . . . 289
isquemia intestinal™" .

Diversos trabajos muestran una correlacidn positiva
significativa entre el incremento en la permeabilidad microvascular, y la
extravasacién de ciertos colorantes administrados por via intravenosa®'*>?’. Aunque
el azul de Evans no se comporta exactamente como la I'**-albumina desde el punto de
vista farmacocinético >, ambos sirven para evaluar la permeabilidad de los vasos
sanguineos a las proteinas del plasma de aproximadamente 60 kDa de peso
molecular’'’.

Una de las principales funciones del epitelio intestinal es separar el contenido luminal
del liquido intersticial. Por lo que en condiciones normales esta membrana mucosa es
relativamente impermeable y una barrera altamente selectiva, que permite inicamente
el paso de pequefias cantidades de proteinas plasmaticas a la luz intestinal. Esta
funcién de barrera se atribuye a la disposicion 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
hidréfilos sin carga con un radio molecular superior a 11,5 A>*°. El epitelio intestinal
es una membrana que contiene gran cantidad de poros de distinto tamafio, de por lo
menos tres tipos. Los mayores (con radio mayor a 6,0 nm) ocupan sélo el 1 % de la
superficie mucosa, los mas numerosos son poros de pequefio tamafio (0,7 nm de
radio) y, por ultimo, poros muy pequeiios (menos de 0,4 nm de radio) que ocupan el
0,001 % del area mucosa>’.

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

538 Esta

funcién la llevan a cabo los capilares y se encuentra alterada tras una hora de

La albimina tiene restringido su paso al intersticio en condiciones normales

isquemia, produciéndose un incremento en la filtracidon capilar por reduccion en las
propiedades restrictivas de éstos a las macromoléculas endégenas®’. Dado que el
azul de Evans se une a las proteinas del plasma, en su mayor parte a la

. 521522
albumina’?'?

, el encontrar una cantidad significativa del colorante en el liquido de
perfusion nos indica un incremento en la permeabilidad capilar y de la mucosa

intestinal.

El azul de Evans administrado por via intravenosa se distribuye rapidamente por el

el endotelio capilar

intersticio intestinal, ya que como explican Crissinger y cols.
del intestino delgado ofrece una limitacidn insignificante al movimiento de pequefias

moléculas. Se comportaria aproximadamente como el EDTA, otra sustancia de
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pequefio tamafio y muy hidréfila, con la que el equilibrio entre la concentracion

plasmatica y la del intersticio a los 10 minutos es del 100 %.

Asi se evita el inconveniente de otros autores que utilizan albumina marcada con

307,388,450,457,485,505,513

elementos radiactivos , la cual si necesita varias horas para

equilibrar su concentracion entre el liquido intersticial intestinal y el plasma, debido a

la significativa restriccién de los capilares intestinales al paso de ésta™®.

. . 285
Segtiin Crissinger y cols.

, se ha de ser consciente de este equilibrio cuando se
intentan interpretar estudios en los que se administra la albimina marcada poco antes
de tomar las medidas de aclaramiento. Ya que la concentracion 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
albumina puede no reflejar la permeabilidad mucosa per se en una situacion en la que
la permeabilidad capilar (y por tanto la concentracién de soluto intersticial) se
encuentra alterada. Para que el aclaramiento de albimina sea un fiel reflejo de la

permeabilidad mucosa, la concentracion intersticial de soluto debe ser constante.

Crissinger y cols.”® apuntan que una desventaja potencial del uso de pequefias
moléculas, en el caso del presente trabajo el azul de Evans, es que el aclaramiento
puede producirse por dos vias diferentes (transcelular y/o paracelular). Sin embargo,
el azul de Evans es una molécula muy hidréfila y es muy dificil su paso a través de la

536,539

membrana celular Ademas se encuentra unida practicamente en su totalidad a

las proteinas plasmaticas, principalmente la albumina®*'>*,
Dado que la reperfusion del intestino isquémico reduce el espesor de la mucosa, la
altura de la vellosidad y la profundidad de las criptas, con desprendimiento epitelial y

267,277,278,507 -
=i HeSR el aclaramiento de azul de Evans a

desorganizacion de la ldmina propia
través de los capilares y mucosa intestinal proporcionara un indice del dafio funcional

y morfoldgico producido durante la isquemia/reperfusion.

Enzima lacticodeshidrogenasa (LDH)

Se llevaron a cabo unas cuantas experiencias para determinar cual de entre una
seleccidon de enzimas intracelulares podria ser el que mejor representase la lesion
tisular en el presente modelo experimental. De entre todos, la que mostré mejor

sensibilidad y especificidad fue la lactato deshidrogenasa.
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Hay una fuerte correlacion entre la magnitud del aclaramiento de albiimina (o lo que es

. 519,520
lo mismo, de azul de Evans™ ™

) y la liberacion de enzimas intracelulares con la
valoracion histoldgica de la lesion mucosa, lo cual indica que ambos son unos indices

cuantitativos de confianza de la integridad de la mucosa®”.

Cléasicamente, la valoracion histolégica ha sido y es uno de los parametros mas
utilizados para valorar la lesién 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 indice de destruccidn tisular, tiene varias ventajas. Proporciona
medidas cuantitativas, objetivas, reproducibles y utiles 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 dafio tisular. Con lo que son
claramente superiores a la evaluacidén histoldgica ya que son menos subjetivas, mas

reproducibles y menos dificiles de realizar.

Perfusion de la luz intestinal.

Se utiliza suero salino para la perfusion intraluminal del intestino delgado, ya que la
perfusion de cualquier liquido nutricio puede enmascarar la magnitud de la lesion tanto
durante la isquemia como en la reperfusion. Se ha demostrado que la perfusion
intraluminal de glucosa y electrolitos, minimiza la lesion morfologica, incrementa el
contenido de ATP y preserva el funcionalismo a nivel de la mucosa

. . 2682 41,542
intestinal?6%283-°41>

). Tampoco se ha oxigenado, porque aunque este procedimiento no
proteja completamente de la lesion isquémica, si ha mostrado su efectividad durante la
fase de reperfusion, al disminuir los trastornos de la estructura, funcion y carga

i . . 1283,421,541,542
energética de la mucosa intestinal ™" """,

El suero salino para perfusion se calienta, de tal manera que cuando por medio de la
bomba peristaltica llega al segmento intestinal seleccionado, lo haga a 37 °C + 0,5 (ver
metodologia). Esto es importante ya que, como demuestran Kurlberg y cols.’*, la
perfusion intraluminal del intestino delgado a diferentes temperaturas puede modificar
los cambios fisiopatoldgicos de la hipoperfusion (isquemia), reduciéndose el nivel del
dafio de la mucosa intestinal a temperaturas mas bajas, lo que estd de acuerdo con
Hossain y cols.**’

La concentracion de azul de Evans en la luz intestinal puede estar influida por una
serie de factores: la permeabilidad vascular y mucosa, la velocidad de perfusion
luminal, la absorcién y secrecion intestinal, y la concentracion plasmatica. La
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concentracion luminal de LDH ademdas vendrd determinada por la mayor o menor

cantidad de tejido dafiado.

En éste modelo experimental, los tinicos factores que son variables y que, por lo tanto,
determinan la concentracion luminal son la permeabilidad mucosa y vascular en el caso
del azul de Evans y, ademas, la destruccion tisular en el de la LDH.

La velocidad de perfusion luminal es constante. Tras probar distintas velocidades que
oscilaron entre 025 y 3 ml/min (025, 0'3, 0'5, 1, 1'2, 1'5, 2'1 y 3 ml/min), la de 0'5
ml/min se mostré como la mds idonea, ya que permite un intercambio muy satisfactorio
entre el liquido de perfusion luminal y la mucosa intestinal, y no da lugar a una
concentracion demasiado elevada en el primero que nos pudiera reducir el gradiente de
difusion entre el plasma y la luz intestinal, ni una concentracién demasiado baja que no
nos permitiese medir, por falta de sensibilidad, la LDH o el azul de Evans. Ademas, y
esto es una consideracién meramente técnica, nos permite recoger la cantidad minima de
muestra (1 mililitro, necesario para llevar a cabo los analisis de laboratorio) durante un
periodo de 2 minutos, que es el intervalo de tiempo mds corto durante el que se recoge
una muestra de liquido de perfusion intestinal (Metodologia, paginas 107 y 108). Si se
utiliza una velocidad inferior, el conflicto vendria dado por el escaso volumen de
algunas de las muestras recogidas al inicio de la reperfusion, con lo que deberia
alargarse el intervalo de recogida de las mismas, reduciendo el numero de estas, con la

consiguiente pérdida de informacion.

La recogida de muestras del suero salino perfundido a través de la luz intestinal se
realiz6 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 minimas. Un asunto bien distinto es el periodo de reperfusion; aqui es
donde se producen las modificaciones mas significativas de las variables respuesta, por
lo que para ajustar lo maximo posible el comportamiento de estas se reducen los
intervalos de recogida de muestras a 2 minutos durante los 12 primeros minutos de la
reperfusion, y a 3 minutos el resto del periodo, hasta los 30 minutos. Del Maestro y

380
cols.

en su trabajo sobre la influencia de las especies reactivas del oxigeno derivadas
de la xantina oxidasa sobre la permeabilidad vascular, muestran que el dextrano
(150.000 kDa) marcado con fluoresceina se extravasa a través de las vénulas
postcapilares a los 2 minutos de aplicar una soluciéon con hipoxantina y xantina oxidasa,
alcanzandose un méaximo a los 10 minutos. Esto esta en sintonia con diversos trabajos en
los que se detecta directamente la presencia de gran cantidad de especies reactivas del
oxigeno en los primeros minutos (desde segundos a 4 minutos) de la reperfusion del
tejido isquémico, cayendo a partir de entonces hasta el minuto 30 de

. - 283,344,362,363,366,368,369
reperfusion™ 7" SIS
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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 (pagina 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 reperfusion.

Se ha sugerido™’ que en la fase inicial de la isquemia, proteasas intraluminales
intestinales, especialmente la elastasa, contribuyen de manera sustancial a la pérdida de
las proteinas del borde en cepillo de la mucosa intestinal, y no se reemplazarian de igual
modo por la falta de riego sanguineo. Tras la desaparicion del borde en cepillo en la fase
de isquemia avanzada, se pierde la proteccion de las glicoproteinas resistentes a la
tripsina. En ese momento las estructuras subyacentes son accesibles a la accion de las
endopeptidasas pancredticas presentes a lo largo de la pared y luz intestinal. La perfusion
de suero salino elimina casi totalmente la tripsina y elastasa de la luz intestinal®”*®.

Por todo lo expuesto, en nuestro modelo experimental es dificil que las proteasas
pancreaticas™ ", bilis y otros factores presentes en la luz intestinal®®® tengan alguna

influencia en la lesidén observada durante la isquemia y posterior reperfusion.

El modelo de isquemia/reperfusion fisica

Como quedd explicado en la seccion de metodologia, para provocar la isquemia fisica se
interrumpe la circulacién sanguinea de la rama de la arteria mesentérica que irriga el
segmento intestinal seleccionado con una pinza hemostatica, y para producir la
reperfusion fisica se retira, restituyéndose el flujo sanguineo.

Duracion de la isquemia

Ya que la magnitud de la lesion por reperfusion depende entre otros factores de la

. - . 117,279,296,360,361,367,384,408,450.451,453
duracion de la isquemia''’277296-360-361.367.384.408.430.431,

, se realizan unas experiencias,
que no presentamos, en las primeras fases del trabajo que determinarian la duracion del
periodo isquémico. La que produjese la lesion por reperfusion mds idonea, en vistas a
que el modelo experimental fuese util (sensible) para medir alteraciones de diferente

intensidad y el efecto de determinadas sustancias farmacologicas con fines terapéuticos.

En estas experiencias se sometio al intestino a 15, 30 y 60 minutos de isquemia
respectivamente, con 60 minutos de reperfusion, usando el método fisico. Se emplea el
periodo minimo de 15 minutos porque, aunque se han observado cambios estructurales y

funcionales en la mucosa intestinal tras cortos periodos de oclusion (menos de 15

. : " . 267,279,452 : . 269
minutos) de la arteria mesentérica superior™ ~'~"°7) estos cambios son intracelulares™ .

451

Aunque, Otamiri y cols.” con su modelo de isquemia/reperfusion observan en la
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reperfusion una mayor permeabilidad mucosa al dextrano 3000 tras 10 o mas minutos de
isquemia. Vaughan y cols.”® observan que 20 minutos de isquemia completa intestinal y
posterior reperfusion se asocia con significativas alteraciones hemodindmicas y metabolicas
(valoradas mediante la presion arterial media, frecuencia cardiaca, pH, pCO,, pO,, HCO; ,
hematocrito).

Observamos que en la reperfusion el aumento de la permeabilidad vascular y mucosa, y
la lesion tisular medida por los niveles de LDH, esta directamente relacionado con la
duraciéon del periodo isquémico, algo que se acepta de manera
genera]'!7:279296.360.361.367.384.408.430.451453 ‘También se realizaron experiencias con periodos
de isquemia superiores a los 60 minutos (120 y 240 minutos), siguiendo a algunos

275,279,282

trabajos publicados , pero la lesién fue excesiva, lo que representaba mas un

inconveniente que una ventaja. Hay trabajos®’*-28%360-361.508

que tras una isquemia total
han fracasado en demostrar que se agrave la lesion durante la reperfusion. Esto se puede
explicar si la lesion producida durante un prolongado periodo de isquemia es demasiado
severa, lo cual no permitird detectar exacerbaciones en la misma durante la reperfusion,

asi como por la diferente cualidad del método empleado para producir la isquemia452.

296
Inauen y cols.

con su modelo in vitro corroboran este concepto, observan que tras
anoxias de 2 o mas horas en las que se produce una lesidén cercana a la maxima, la
adicion de neutrofilos produce un efecto insignificante, sin embargo, tras periodos de
anoxia de 1 hora o inferiores (moderada lesion celular), el afiadir neutrdfilos intensifica

la lesién celular. Henninger y cols.””

valoran la influencia de la isquemia en la
respiracion celular y mitocondrial del enterocito, observan que la supresion de esta
ultima es reversible con periodos inferiores a 60 minutos de isquemia, e irreversible con

periodos mayores, lo cual también estaria en sintonia con lo expuesto.

La duda estuvo en tomar como referencia al grupo isquemia 30 minutos o al isquemia 60
minutos. Esta se despejé al hacer las primeras pruebas de isquemia quimica (ver mas
adelante) valorando el nivel de LDH en el liquido de perfusion. Los 30 minutos de
isquemia quimica no eran suficientes para provocar en la reperfusion una minima parte
de la lesién observada en la reperfusion tras 30 minutos de isquemia fisica. Como se
anticipo en el apartado de metodologia se eligid los 60 minutos de isquemia, por ser mas
sensible.

Duracion de la reperfusion

En estas pruebas previas, también se aplicaron periodos de reperfusion de hasta una hora
en algunas experiencias. Dado que los ultimos 30 minutos no aportan nada significativo,
se escoge un tiempo de reperfusion de 30 minutos.
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Tal y como se comenta en la seccidon de resultados, al comparar los niveles de LDH y
azul de Evans en las muestras de liquido de perfusion intestinal del grupo de referencia
I/R fisica, con las del grupo control (graficas 1y 2, paginas 118 y 119, y en las tablas 13
y 14 del anexo III, paginas 240 y 241), se aprecian unas claras diferencias, confirmadas
estadisticamente, durante el periodo de 60 minutos de isquemia. Esto estd en sintonia
con el concepto de lesion isquémica, la cual es mas severa cuanto mas intensa y duradera
eg207:279-284360.361.450453 S embargo, representa una pequefia porcion de las alteraciones

que se observan durante la reperfusion.

Las alteraciones que causa la reperfusién se inician y son mas intensas durante los
primeros minutos, que es cuando se produce el aporte de oxigeno con la consiguiente
produccion masiva de especies reactivas del oxigeno, las cuales desbordan la capacidad
defensiva antioxidante del tejido que ademas, posiblemente, ya se encuentren mermadas
. . .51 142-14 I L .
debido a la isquemia’"**%  Lum y cols."” en su modelo in vitro con células

endoteliales no observan tal merma.

Como se aprecia en los graficos 1y 2, la lesidn celular se produce sobre todo al inicio de
la reperfusion liberandose mas 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 dias’", lo que nos da a entender que la
disminucion de los niveles de azul de Evans se debe a una disminucion de la
permeabilidad vascular.

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

clasicamente utilizados.

Influencia de la reperfusion en el sindrome de isquemia/reperfusion

En éste modelo experimental, se estudia la influencia de la reperfusion en la lesion por
isquemia/reperfusion. 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 graficas 1 y 2 (paginas 118 y 119) y en las tablas
11y 12 del anexo II (paginas 236 y 237) son contundentes. Si bien es evidente que tras
un periodo prolongado de isquemia intestinal se acaban produciendo graves lesiones

. . 267,282,503,506,507
irreversibles™ 7t 0

, tras un periodo relativamente corto de isquemia (60
minutos) la lesidon isquémica, medida en este modelo por los niveles de LDH en el

liquido de perfusion intestinal, solo representa entre el 13,5 % de lo que se observa en
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los 2 primeros minutos en caso de reperfusion tras 60 minutos de isquemia, y el 30,5 %,
de lo que se aprecia a los 30 minutos de reperfusion tras 60 minutos de isquemia. De
manera analoga, la permeabilidad intestinal al azul de Evans en caso de isquemia oscila
solo entre el 2,1% (minuto 94) a un 8,8 % (minuto 120) de lo que se observa en la
reperfusion tras 60 minutos de isquemia. Lo cual estd de acuerdo con otros

277,318,360,361,389,504

trabajos que determinan que si no se produce reperfusion la lesion

isquémica permanece largo tiempo sin cambios.

Por tanto, tras periodos relativamente cortos de isquemia es en la reperfusién donde se
produce la mayor parte de la lesidn, y refuerza el concepto ya establecido, de que las
especies reactivas del oxigeno estan implicadas en la lesion producida por la reperfusion
del tejido isquémico. Este debe ser reexpuesto al oxigeno molecular, que es el origen de
las especies reactivas del oxigeno, para causar lesién en el momento de la reperfusion

(figura 4, pagina 65).

El modelo de isquemia/reperfusion farmacoldgica

La pretension durante el desarrollo del modelo experimental para el estudio del sindrome
de isquemia/reperfusion farmacoldgico, fue el encontrar uno que se pareciera lo maximo
posible al sindrome de isquemia/reperfusion inducido por un método fisico. Para ello se
probaron diferentes pautas de administracion con diferentes sustancias (Tabla 3). Se
ensayd con diversas concentraciones de clorhidrato de noradrenalina (en adelante
noradrenalina), administrada en forma de superfusion 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
reperfusion. Para mas detalles, ver Metodologia pagina 109. Al igual que el suero salino
para perfusion, el liquido de superfusion se calentd de tal manera que cuando llega a las
ramas de la arteria mesentérica este se encuentre a 37 °C + 0,5. Kurlberg y cols.’”
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 lesion de la mucosa a bajas temperaturas. Lo que estd de acuerdo con
Hossain y cols.*”.

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

a-adrenoceptores del musculo liso vascular.
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Tabla 3. Serie de pautas de administracion ensayadas para producir el sindrome de
isquemia/reperfusion farmacologico.

Pauta Isquemia Reperfusion
I Noradrenalina 5-10° M Suero
I Noradrenalina 10° M Isoxsuprina 10° M
I Noradrenalina 2,5-10° M Isoxsuprina 10° M
v Noradrenalina 5-10*M Timoxamina e isoxsuprina 10> M
\Y Noradrenalina 10° M Timoxamina e isoxsuprina 10> M
VI Noradrenalina 3-10° M Timoxamina e isoxsuprina 10° M
VIl Noradrenalina 5-10° M Timoxamina e isoxsuprina 10° M
VIII Noradrenalina 2:10° M Timoxamina e isoxsuprina 2-10° M
IX Noradrenalina 2,5-10° M Timoxamina e isoxsuprina 2:10° M
X Noradrenalina 3-10° M Timoxamina e isoxsuprina 2-10° M
XI Suero Timoxamina e isoxsuprina 2-10° M

Se escoge la noradrenalina por su rapida accion vasoconstrictora cuando se aplica

localmente y por su facil manejo.

Para provocar la isquemia farmacoldgica se utilizaron diversas concentraciones de
noradrenalina, desde 107 a 5-10° M’, formando parte junto con la administracion
posterior, o no, de clorhidrato de timoxamina (en adelante timoxamina) y/o clorhidrato
de isoxsuprina (en adelante isoxsuprina), de diferentes pautas de administracion para
provocar el sindrome de isquemia/reperfusion farmacologico (Tabla 3).

Tras el estudio de los resultados de las pautas seleccionadas se escoge la concentracion de
2,510° 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 liquido
de perfusion intestinal) semejantes a las del modelo de isquemia/reperfusion fisico,
aunque cuantitativamente inferiores. Concentraciones inferiores a 2,5-10~ M provocaron
alteraciones menores, y concentraciones superiores a 2,5-10° M no proporcionaron
diferencias significativas respecto a ésta, con el inconveniente de un mayor riesgo de

efectos secundarios.

* . eqe . . . .
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 actia como antagonista competitivo de los
receptores « adrenérgicos, ademas posee actividad vasodilatadora y una ligera accion

antihistaminica®®.

La isoxsuprina deriva de la p-hidroxifeniletanolamina con grandes grupos sustitutivos a
nivel del nitrégeno. Es un vasodilatador, produce relajacion vascular directa. Ademas, es
agonista del receptor / adrenérgico si bien también actia sobre los ;, con una ligera

., . 44 . y Lo
accion antagonista &’ ™. Asimismo posee accion hemorreoldgica.

La timoxamina e isoxsuprina se utilizan para inducir la reperfusion farmacoldgica, porque
sus efectos antagonizan la accion de la noradrenalina y son fAirmacos que se han empleado

en el tratamiento de diversos trastornos vasculares periféricos.

Antes de utilizar timoxamina junto con isoxsuprina para producir la reperfusion
farmacologica, se hizo una prueba previa (pauta de administracion I, tabla 3) en la que
no se emplearon estas sustancias. En su lugar se usé suero salino pretendiendo hacer una
especie de lavado. El resultado no diferia del grupo control (resultados no mostrados), y
no se observan diferencias en los niveles de azul de Evans y LDH en el liquido de
perfusion intestinal respecto al periodo isquémico. Esto estd de acuerdo con el concepto
que la lesion por reperfusidon se produce por el aporte subito de oxigeno a un tejido
previamente isquémico (0 anoxico) lo cual, junto con los cambios fisiopatoldgicos que
se producen durante la isquemia, provoca la produccién masiva de especies reactivas del
oxigeno que desbordan las defensas antioxidantes’. En este caso, el aporte subito de
oxigeno seguramente no se produce, primero porque la noradrenalina continua actuando
durante los primeros minutos de la reperfusion, a pesar de haberse retirado su
administracion, y segundo, que al no administrar la timoxamina para contrarrestar la
accion de la anterior, y el vasodilatador isoxsuprina, no se origina una vasodilatacion
brusca que es lo que provocaria un aporte masivo de oxigeno al tejido isquémico.
Ademads, esto también es congruente con los trabajos en los que si en la reperfusion se

277,325,333 1325
5

suministra poca cantidad de oxigeno o se hace de una manera gradua

produce una lesion menor.

Asi pues, para provocar la reperfusion farmacoldgica se aplicd isoxsuprina sola y en
combinacion con timoxamina. Cuando se administro sola (pautas de administracion 11 y I,
tabla 3) los niveles de azul de Evans y de LDH en el liquido de perfusion intestinal
aumentaban muy poco durante el periodo de reperfusion (resultados no mostrados), lo cual

hacia al modelo experimental muy poco sensible para valoraciones posteriores.

Por ello se decide el empleo de otra sustancia que potencie la reperfusion. La combinacion
de isoxsuprina con timoxamina se administr6 a diferentes concentraciones tras la
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superfusion de noradrenalina en diferentes pautas, como se muestra en la tabla 3, con el
objetivo de provocar el sindrome de isquemia/reperfusion farmacologico lo mas parecido
al sindrome de isquemia/reperfusion fisico.

Tras el estudio de los resultados de las pautas seleccionadas se escoge la concentracion de
2:10” M, porque con ella nos acercamos lo maximo que pudimos al objetivo propuesto.

Quizas 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 superfusion en
lugar de hacerlo por via intravenosa local, como seria o al menos es lo que se asemejaria
mas a la situacion fisiologica. Pero en este modelo experimental, administrarlo localmente
por via intravenosa en las ramas de la arteria mesentérica que irrigan el segmento intestinal
seleccionado, sin producir una obstruccion o ni siquiera un traumatismo de la arteria, se
antoja muy complicado. Ademas, de lo que se trata no es de buscar el modelo mas
fisioldgico desde el punto de vista de la administracion, sino lo que se busca es un efecto
que esté en sintonia con la fisiopatologia de la isquemia/reperfusion, independientemente
de si las sustancias administradas lo han sido en forma de perfusion, superfusion, etc. Se
persigue un modelo que permita reproducir y cuantificar una situacion, una y otra vez, sin
gran dificultad metodoldgica, por lo que se considera que la administracion en forma de
superfusion es suficiente para obtener este objetivo.

Aunque no se puede descartar, lo mas probable es que la autooxidacion que puede sufrir la
noradrenalina durante el proceso de superfusion sea irrelevante en nuestro modelo
experimental. De hecho, si ocurre a pH fisioldgico, este suceso per se es extremadamente
lento™. Allen y cols."”® muestran que las catecolaminas como la noradrenalina son
capaces de liberar, sobre todo en condiciones anaerdbicas, el hierro de la ferritina, asi
como interactuar con la ferritina en presencia del sistema xantina oxidasa produciendo
un importante incremento en la produccidon de radical hidroxilo, suceso que puede ser
relevante durante la reperfusion al interaccionar el peroxido de hidrogeno 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/reperfusion
por ser un factor no controlado, pero dado que la superfusion se hace unicamente en una
parte de la arteria que irriga el segmento intestinal sometido a isquemia/reperfusion, su

relevancia se intuye como minima si es que la tiene.

Los resultados obtenidos tras provocar la I/R farmacoldgica se muestran en las graficas 3 y
4 (paginas 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
estadisticamente significativas entre el grupo I/R farmacologica y el control, éstas sélo
existen cuando se valora la diferencia en los niveles de azul de Evans durante los 20
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ultimos minutos de isquemia. No obstante, y s6lo 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
farmacologica que en el control. Por otro lado, si se aprecian diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos durante todo el periodo de reperfusion, destacando que
los maximos niveles de LDH y azul de Evans en el liquido de perfusion se alcanzasen al
minuto 4 de la reperfusion.

Asi, ya se pueden anotar dos caracteristicas diferenciales entre el grupo I/R fisica y el I/R
farmacoldgica. La primera que la isquemia de 60 minutos es mds severa en el primero que
en el segundo, y la segunda que la reperfusion en el grupo I/R farmacolégica, ademas de
ser menos severa, la maxima alteracion tarda un poco mas en producirse.

El que durante la isquemia del grupo I/R farmacologica se observen unos niveles de
LDH y azul de Evans que presentan una mayor coincidencia con el grupo control que
con la isquemia fisica, puede poner en duda que la aplicacién de noradrenalina no sea, o
no se haga de la manera mas adecuada. Ademas, en su aplicacion clinica, se sabe que
durante la infusién prolongada de noradrenalina, para mantener estable la presion
arterial, su efecto presor puede disminuir, lo cual obliga a aumentar el ritmo de
inyeccion. Baykal y cols.”® utilizan un modelo experimental en ratén para el estudio de
la influencia de la tolerancia a la adrenalina en la lesion por isquemia/reperfusion,
mediante la administracion creciente de adrenalina intravenosa durante 5 dias. Observan
una menor peroxidacion lipidica en el intestino delgado tras la isquemia/reperfusion y
una menor afectacion pulmonar, por lo que sugieren que la tolerancia a la adrenalina
puede tener un efecto protector. En nuestro modelo es improbable que la administracion
de noradrenalina produzca una tolerancia como la que describen Baykal y cols. y, por
tanto, que la menor alteracion que se produce durante la reperfusion del grupo I/R

Jfarmacoldgica tenga alguna relacion con el mencionado proceso.

El endotelio regula el nivel de contraccion de los vasos sanguineos ™. La estimulacion
de las células musculares lisas con agentes que actuen sobre los receptores o,
adrenérgicos del musculo liso de las arterias mesentéricas induce contraccidon, que es
contrarrestada por un incremento en la sintesis y liberacidon de dxido nitrico por parte del

- 193
endotelio

. Un trabajo posterior'”* muestra que hay dos subtipos de receptores a; adre-
nérgicos y que son capaces de mediar efectos opuestos en el tono vascular en la misma
preparacion. Los aja-adrenoceptores median la respuesta contractil y los a;p-adrenocep-
tores fueron implicados en el efecto vasorelajante dependiente del endotelio. La
estimulacidn de los a;p-adrenoceptores localizados en las células endoteliales de la red
vascular del mesenterio de rata con fenilefrina y noradrenalina, a concentraciones
nanomolares, acttian a través de la estimulacién de la fosfolipasa C, seguida por

generacion de inositol monofosfato y activacion de la NO sintasa. El efecto relajante del
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agonista o; depende de la capacidad del endotelio para generar 6xido nitrico. La
estimulacién de los a;a-adrenoceptores con altas concentraciones de noradrenalina
producira el efecto neto observado de vasoconstriccion en el territorio superfundido con
¢sta. Sin embargo, en los grupos en los que se utiliza el modelo de isquemia/reperfusion
farmacoldgica no se puede descartar que este mecanismo de contrarregulacion durante el
periodo isquémico sea completamente irrelevante, y sea uno de los factores de la menor
severidad de la isquemia, que explicaria la diferente intensidad en la lesion por
reperfusion entre el modelo fisico y el farmacoldgico, lo cual serd motivo de discusion

posteriormente.

Se hace una superfusion de noradrenalina sobre un segmento arterial muy reducido a una
concentracion 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,
aportacion de oxigeno al tejido. Lo que si se ha comprobado, quizés de una manera un
poco grosera con el microscopio Optico, es que el flujo sanguineo distal se encuentra

detenido durante toda la hora.

Otro aspecto que refuerza de una manera indirecta que la vasoconstriccion es efectiva,
aunque sea parcialmente, sino totalmente, es que la administracion de timoxamina e
isoxsuprina tras una hora de superfusién de noradrenalina produce un aumento en los
niveles de azul de Evans y LDH en el liquido de perfusion intestinal (graficas 3 y 4,
paginas 121 y 122), a semejanza, aunque de menor intensidad, de la isquemia/reperfusion
fisica. Y ademas, con la pauta de administracion XI (Tabla 3, pagina 156) que controla
justamente el efecto de la noradrenalina, en la que se administra suero durante el tiempo
que deberia 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 ltimos 30 minutos en los que se
administra timoxamina e isoxsuprina. Lo cual demuestra que la vasodilatacion que
puedan ocasionar estas sustancias no produce un aumento en los niveles de azul de
Evans y LDH en el liquido de perfusion intestinal, si no va precedida de un periodo de
vasoconstriccion. Lo cual estd de acuerdo con la definicion expresada con anterioridad
de que se produce lesion por reperfusion si previamente ha existido un periodo
isquémico®$ 285261

El intestino denervado es capaz de autorregular el flujo sanguineo entre un amplio rango de
presiones. La reduccion del flujo sanguineo no debe por si misma inducir lesion en el
intestino. So6lo cuando el flujo sanguineo se reduce hasta un cierto limite, se limitara el
aporte de oxigeno v el tejido entrara en fase de hipoxia**. Por tanto, para que se produzca
lesion por isquemia/reperfusion es necesario en primer lugar una reduccion suficiente

del flujo sanguineo. Durante las reducciones moderadas de éste (menos de un 35 % de la



Discusion 161

normalidad) de al menos dos horas, se produce un incremento compensatorio en la
extraccion del oxigeno, lo cual mantiene el aporte tisular del mismo en niveles normales.
En este caso, no hay alteracidon en el aclaramiento de albimina transmucosa durante la
reperfusion. Las reducciones mas severas del flujo sanguineo producen disminuciones
directamente proporcionales del aporte de oxigeno a los tejidos, y s6lo cuando este
ultimo se reduce un 50 % o mas, el aclaramiento transmucoso de albumina aumenta en
la reperfusion®®>2**,

El que la reperfusion farmacologica sea menos severa que la fisica estd en concordancia
con el concepto de que la lesion por reperfusion es proporcional a la severidad de la
isquemia®®’?***%42 Ppero no necesariamente el hecho de que la maxima alteracion tarda
un poco mas en producirse, al cual le dariamos una explicacion mas metodoldgica. Dado
que para provocar la reperfusion farmacologica 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 reperfusion tardaran unos segundos en
actuar, y esta accidn, se supone, no serd maxima al instante, sino progresiva para
alcanzar su maximo a los pocos minutos (de 2 a 4 minutos), lo cual hace pensar que el
aporte de oxigeno seguramente no es subito al no producirse, lo mas probable, una
vasodilatacion brusca e inmediata tras el cese de la administracion de noradrenalina. Esta
interpretacion también podria ser valida, aunque en menor medida, para explicar que la
reperfusion farmacoldgica sea menos severa que la fisica. En menor medida, porque en

: . 1 . 277325333
trabajos en los que se discute el concepto de reperfusion hipoxica® >

o gradual®®, lo
son en un grado mucho mayor que en el modelo de I/R farmacolégica, donde a los pocos
minutos ya se aprecia una “vasodilatacion reactiva”. Latham®™° en 1951 ya concluye que
para eliminar completamente el riesgo de la reaccion paradojica del oxigeno, se debe

administrar éste lentamente.

Puede afiadirse la hipotesis™*®, confirmada posteriormente™’~*

, que hay una excesiva
pO, (presion parcial de oxigeno) durante la reperfusion debida a la acidez del tejido
hipoxico, el efecto Bohr y la hiperemia reactiva. Ademas, se sabe que la accion de la
xantina oxidasa, una importante fuente de especies reactivas del oxigeno, estd
exacerbada por una pO, elevada®. Esto también apoya que la reperfusion anoxica
produzca menos lesion, y que en nuestro modelo de isquemia/reperfusion farmacoldgica,

en la que hay una reperfusion gradual, encontremos menos lesion.

Al inicio de la reperfusion, tras la isquemia provocada por un mecanismo fisico, se
. . . . ., . . . 454
produce una hiperemia debido a una vasodilatacién local compensatoria a la isquemia®”,

Se ha implicado a la histamina, péptidos vasoactivos, especies reactivas del oxigeno,

191,257,444-447,449

oxido nitrico, adenosina, ... . Esto provoca un mayor aporte de oxigeno,
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que a su vez provocara una mayor produccidn de especies reactivas del oxigeno, lo cual
potenciara la vasodilatacion. De ahi la importancia de administrar la timoxamina e
isoxsuprina, no tan sélo para que deje de actuar la noradrenalina, sino para inducir una
vasodilatacidon que se asemeje a la descrita la cual, a su vez, al inducir la producciéon de
especies reactivas del oxigeno reduciran la vasoconstriccion producida por la

e 44
norepinefrina**’.

Influencia de la cirugia en el modelo experimental

El intestino delgado es muy susceptible al estrés quirirgico, aun cuando éste se produzca
en localizaciones remotas. La laparotomia y la leve manipulacidn del intestino provocan
estrés oxidativo en el epitelio intestinal unos 30-120 minutos después (alteracion
maxima a los 60 minutos), en forma de alteraciones estructurales, funcionales y

. , . . 4
bioquimicas reversibles en 24 horas*-*°

549-551

, parcialmente debido a una mayor actividad de
la xantina oxidasa y una disminuciéon de los niveles de GSH>*”°'. Estas
alteraciones pueden prevenirse con inhibidores de la xantina oxidasa como el
alopurinol™’, y con L-arginina®>'.

A su vez, la manipulacién quirdrgica del intestino delgado puede producir alteraciones
en organos distantes como el pulmén®?, lo cual estd relacionado con el estrés oxidativo
postquirtrgico que se observa en la mucosa de este drgano tras su manupulacion®® ™",
No se puede descartar la influencia de la manipulacidon quirargica, ni su magnitud en el
modelo experimental que aqui se presenta. A esta variable se la ha controlado con el
grupo de animales sometidos al mismo procedimiento quirtrgico y manipulacion
intestinal (canulacidn y perfusion con suero salino) que los grupos a los que se les
provoca isquemia sola o isquemia y reperfusion intestinal con o sin tratamiento,

denominado grupo control.

Implicacion de las especies reactivas del oxigeno e implicacion del 6xido nitrico en el

sindrome de isquemia/reperfusion

Dada la naturaleza transitoria de las especies reactivas del oxigeno, y las dificultades
inherentes en las técnicas para detectar de manera precisa los niveles de éstas, una gran
mayoria 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 reperfusion de tejidos isquémicos. Desde el inicio se basd en la observacidn que la
administracion de sustancias que previenen la formacion de especies reactivas del
oxigeno o que las captan neutralizdndolas, disminuian la lesion producida por la

46,116,142,275,278,362,384,392

reperfusion , aunque hay que aclarar que si bien en algunos
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modelos experimentales se ha apreciado una proteccion significativa, en otros estas
273,274,279,344,368

sustancias no han tenido efecto
Se han estudiado una gran variedad de procedimientos terapéuticos (reperfusion
hipodxica, reperfusion gradual, oxigenacién de la luz intestinal, precondicionamiento
isquémico, hipertermia preisquémica, piruvato intraluminal, crear tolerancia a las
catecolaminas)®’022%333:421511513514.529.530341.392 ¢ g o entes farmacologicos (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 disfuncion y/o lesion que tiene lugar después de la reperfusion que sigue a
la isquemia. Estos farmacos son de estructura quimica diversa y tienen una gran variedad

de mecanismos de accion.

Se pueden clasificar de una manera general como sustancias que reemplazan o
proporcionan agentes citoprotectores (por ejemplo la L-arginina en el caso del 6xido
nitrico); sustancias que inhiben o bloquean, o bien la produccion de agentes
proinflamatorios, o bien a estos ultimos directamente (por ejemplo el alopurinol en la
primera situacion y la superdxido dismutasa en la segunda, en el caso del radical

superoxido); y sustancias inhibidoras de la accidon de los neutrdfilos y sus mediadores.

Las estrategias utilizadas en este trabajo para demostrar la implicacidon de las especies
reactivas del oxigeno, y el o6xido nitrico, en el sindrome de isquemia/reperfusion
mediado farmacologicamente fueron inhibir la xantina oxidasa por el alopurinol,
eliminar el radical superdéxido mediante la administracion de superoxido dismutasa
(Ontosein®: orgoteina), eliminar el peréxido de hidrégeno mediante la administracién de
catalasa, la administracion de L-arginina para incrementar la formacién de 6xido nitrico,

y administrar N%-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) para inhibir su sintesis.

Se trata de valorar el efecto de estos farmacos en el modelo experimental de referencia
I/R fisica en el intestino delgado de rata, y compararlo con el modelo experimental I/R

farmacologica.

Aunque se implica al radical hidroxilo como uno de los agentes principales que en
ultima instancia intervienen en la lesion tisular dependiente de la isquemia/reperfu-
sion?’233713394 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 eficaz””, el eliminador debe estar presente a una gran concentracion,
representando una gran proporcién de las moléculas presentes en el lugar donde se

produzca el radical hidroxilo'*’. Por ello la estrategia utilizada fue la de eliminar los
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precursores del radical hidroxilo, el radical superdxido y el peroxido de hidrégeno, o
incrementar la formacion de o6xido nitrico 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 podria considerarse como la estrategia
utilizada para eliminar el radical hidroxilo.

Tratamiento con alopurinol

La administracion de alopurinol disminuye la lesion tisular tras la isquemia/reperfusion en
una gran variedad de modelos tanto in  vitro” B como  in
viyo'12257:275-276.316.335.383.386.388.389.391492 * Rotos efectos beneficiosos han proporcionado
poderosas evidencias que implican a la xantina oxidasa como fuente de especies
reactivas del oxigeno en los tejidos isquémicos. Surgid la cuestion de si los efectos del
alopurinol pueden no estar relacionada con su capacidad para inhibir la xantina
oxidasa®’”>*,

En un trabajo publicado en 1986, Biemond y cols.'** comprueban que la xantina oxidasa
es capaz de movilizar el hierro desde la ferritina, tanto en condiciones aerdbicas (aunque
en este caso el radical superdxido representa el 70 % del mecanismo) como anaerdbicas.
Apuntan que la liberacion de hierro desde la ferritina ya se produce durante la isquemia
por un mecanismo independiente del radical superoxido, el cual catalizaria la formacion
de radical hidroxilo desde el anion superoxido producido por la xantina oxidasa en la
reperfusion. Sugieren que la inhibicion de la liberacion del hierro desde la ferritina es

también un efecto importante del tratamiento con alopurinol.

Posteriormente, Hernandez y cols.”®* comprueban la importancia del hierro en la
patogenia de la lesion por reperfusion. Basandose en que la incorporacidn del hierro a la
transferrina de la mucosa esta catalizado por la xantina oxidasa'’® mediante una
actividad ferroxidasa susceptible de ser completamente abolida por el alopurinol'”’, la
cual parece implicar a los grupos prostéticos del enzima mas que al radical superoxido y
peroxido de hidrogeno generados en la reoxidacion de la misma, también apuntan la
posibilidad de que la proteccion deparada por el alopurinol puede estar directamente
relacionada, mas a las alteraciones en la disponibilidad de hierro mediadas por la xantina

oxidasa, que a la produccion de especies reactivas del oxigeno mediante este enzima.

El perdéxido de hidrégeno producido por la xantina oxidasa, a su vez puede promover la

reacciéon de Fenton al liberar hierro de la hemoglobina®.
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Oros trabajos'****** han sugerido que los efectos beneficiosos del alopurinol en modelos
de isquemia/reperfusion, pueden deberse a la propiedad de éste para captar radicales libres
mas que por su capacidad para inhibir la xantina oxidasa.

El alopurinol y su principal metabolito activo, el oxipurinol, pueden captar de manera no

562

especifica el radical hidroxilo in vitro®®*. Ademas, capta al radical superéxido®® y al

acido hipocloroso, un oxidante derivado de los neutrdéfilos que también ha sido
implicado en la lesién microvascular asociada a la isquemia/reperfusi(')n125’561.

La mayor parte de las pruebas respecto a su capacidad de eliminador de especies reactivas
del oxigeno provienen de observaciones en modelos no biologicos e in vitro. Ademas, la
concentracion de alopurinol es estos experimentos exceden los niveles terapéuticos en el
suero en varios ordenes de magnitud®’. Asi, la actividad eliminadora de radical
hidroxilo observada por Moorhouse y cols.”®?, por ejemplo, requiere concentraciones de

alopurinol que excedan de 0.5 mM, y en el caso de Faure y cols.”®

que también sugieren
una actividad antioxidante directa del alopurinol, las concentraciones alcanzadas en su
modelo experimental son de 2.0 mM, mas de 100 veces las concentraciones séricas
obtenidas tras aplicar una pauta de administracién de alopurinol clasica en modelos de

. . L. 387300 560
isquemia/reperfusion in vivo™ """, Peterson y cols.

observan que la capacidad del
alopurinol para actuar como eliminador de radical superoxido in vitro solo es
minimamente efectiva a altas concentraciones (9 mM), algo que no consiguen Terada y

431
cols.®

con concentraciones de alopurinol 100 uM. Das y cols.”®' 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 superdxido y radical hidroxilo a la
concentracion 1 uM. Sin embargo, si es efectiva con el 4cido hipocloroso, aunque a mas

bajas concentraciones no tiene esta propiedad.

- 387
Zimmerman y cols.

al aplicar las pautas de administracién y dosis de alopurinol
empleadas en estudios clésicos in vivo de isquemia/reperfusion, en los que las especies
reactivas del oxigeno median la lesion, muestran como no se alcanzan en suero ni en el
liquido intersticial (entre 10 y 20 uM de alopurinol/oxipurinol) niveles suficientes para
captar el radical hidroxilo in vitro. Sin embargo, si lo son para inhibir la actividad

catalitica de la xantina oxidasa.

Con el trabajo de Klein y cols.*”’, cuyo objetivo fue diferenciar cuantitativamente entre
las actividades del alopurinol: inhibitoria sobre la xantina oxidasa, de la de eliminador de
especies reactivas del oxigeno, tanto in vitro como in vivo, se zanja definitivamente la
cuestion al concluir que la accidn principal de este fArmaco administrado a ratas por via
oral a las dosis de entre 2 'y 100 mg - kg™ - dia™ durante 2 dias consecutivos, es la inhibicién
de la xantina oxidasa de modo dosis dependiente, y no se aprecia actividad antioxidante
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alguna. En este mismo trabajo’ " se cita una comunicacion personal de Irwin Fridovich en
donde apunta que: “en los sistemas biologicos, en los que hay una enorme cantidad de
dianas organicas enddgenas para las especies reactivas del oxigeno, la alta reactividad y el
corto radio de accion de por ejemplo el radical hidroxilo, hace casi improbable la reaccién
con un eliminador débil como el alopurinol. Esta es la razén por la que un antioxidante

potente como el manitol debe darse a muy altas concentraciones para que sea efectivo”.

Por tanto, lo mas probable es que en nuestro modelo experimental el efecto del
alopurinol sea debido a la inactivacion de la xantina oxidasa, mas que a la captacion
directa de oxidantes derivados de ella como el radical superdxido o el radical hidroxilo. Sin
embargo, por lo expuesto anteriormente no se puede descartar que en nuestro modelo
ademas de inhibir a la xantina oxidasa con este tratamiento se capte el acido hipocloroso
derivado de los neutréfilos activados.

Se ha sugerido que el efecto beneficioso del alopurinol, ademds de inhibir la xantina
oxidasa, puede implicar la preservacion de la integridad mitocondrial tras administrarlo a
altas dosis, aunque el mecanismo exacto de esta proteccion no esté aclarado’®.

También se ha demostrado que el alopurinol actia como un agente transportador de
electrones, sugiriendo que el efecto beneficioso en modelos de isquemia/reperfusion
puede ser debido al posibilitar el transporte electronico durante la reperfusién’®. Sin
embargo, su efectividad depende también de la concentracion, y la minima que se
requiere es de 1 mM>*.

Basandose en que durante la isquemia/reperfusion tisular la disponibilidad de metales
cataliticamente activos, como el ion férrico, se incrementa por movilizacion desde sus
ubicaciones celulares, lo cual amplificard el dafio tisular al generarse mas especies
reactivas del oxigeno. Ko y Godin’® llevan a acabo un estudio en el que sugieren que en
la proteccion ejercida por el alopurinol y el oxipurinol es relevante su accidn como
quelante de los metales de transicion, aunque ellos mismos reconocen que esta accion es
efectiva a concentraciones muy superiores a las utilizadas normalmente como
tratamiento preventivo en la isquemia/reperfusion.

También se ha postulado en algunos trabajos que el tratamiento con alopurinol protegia
de la lesion isquémica por preservar el pool de nucledtidos, atenuando la reduccion de
los niveles de ATP que normalmente se observa en los tejidos en estas condiciones (la
transformacidn de hipoxantina a xantina, que es inhibida por el alopurinol, es el primer
paso irreversible en su degradacidn). O sea, una explicacion alternativa de los efectos
beneficiosos de este tratamiento, era la conservacion de la energia rica en fosfatos. Sin
embargo, el mantenimiento de esta energia por medio de la infusidn continua de inosina,



Discusion 167

: -, .. 310 . . 386
no tiene un efecto protector de la lesion por reperfusion’ ~. Ademas, Morris y cols.

muestran en un modelo de isquemia/reperfusion en intestino in vitro, que la
administracion de alopurinol poco antes de la reperfusion es efectivo como tratamiento
preventivo contra este tipo de lesidn, lo cual es una prueba muy solida en contra de que
actiie sélo 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
generacion de especies reactivas del oxigeno por parte de la xantina oxidasa es un
importante mediador de la lesién postisquémica ya que la inhibicidn competitiva de la
xantina oxidasa por parte del alopurinol disminuye la generacion de especies reactivas
del oxigeno.

La xantina oxidoreductasa tiene la capacidad de catalizar la reduccion de los nitratos y
nitritos a 6xido nitrico en presencia de NADH bajo condiciones de hipoxia. Esto, junto
con la localizacién vascular del enzima, sugiere que la xantina oxidoreductasa puede
contribuir como fuente de 6xido nitrico a partir de nitratos y nitritos endogenos en
condiciones isquémicas, situaciones en las que la NO sintasa no es efectiva*'. El hecho
de que los grupos pretratados con alopurinol en ambos modelos experimentales (graficas
Sy 7, paginas 125 y 129; y tablas 6 y 7 del anexo I, paginas 230 y 231) presenten unos
niveles mayores de LDH durante la fase isquemia, respecto a los grupos tratados con
superoxido dismutasa, podria deberse al menos en parte a este hecho, teniendo en cuenta
que en nuestro modelo experimental la actividad del éxido nitrico ha mostrado ser

beneficiosa (ver mas adelante la discusion sobre la administracion de L-arginina).

Granger y cols.*** proporcionan un respaldo adicional a la participacion de la xantina
oxidasa en la isquemia/reperfusion al utilizar un inhibidor diferente de la misma como es

el pterin aldehido.

El alopurinol, ademas de prevenir la lesion mediada por las especies reactivas del
oxigeno derivadas de la xantina oxidasa tras la isquemia/reperfusion intestinal, previene
la liberacion de endotelina, aunque no esté claro que el mecanismo sea de manera directa

. C g s . . , 492
o secundaria a la inhibicion de las especies reactivas del oxigeno™ .

También se ha sugerido que puede tener un efecto indirecto incrementando las

concentraciones de adenosina, la cual es un potente vasodilatador™ .
Analisis de los.resultados. del. tratamiento. con.alopurinol

Nuestros resultados muestran que la inhibicidn de la xantina oxidasa por el alopurinol es
menos efectiva que la superdxido dismutasa en prevenir la lesion tisular (valorado por
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los niveles de LDH en el liquido de perfusion) durante la isquemia, tanto en el modelo
de I/R fisica como I/R farmacolégica (graficas 5y 7, paginas 125 y 129; tablas 17, 19,
27 y 29 en anexo 1V). Lo cual podria deberse a que, ademas del superdxido derivado de
la xantina oxidasa, pueden haber otras fuentes del mismo implicadas en la lesion tisular
durante el periodo isquémico, como el derivado de la NADPH oxidasa endotelial, o el

. - . . 1242751
derivado de la cadena de transporte electrénico mitocondrial***"”

. Sin embargo, el
alopurinol es algo mas efectivo en evitar una mayor magnitud en el aclaramiento de azul
de Evans (graficas 6 y 8, paginas 127 y 131; tablas 18, 20, 28 y 30 en anexo 1V), aunque
esto durante la fase isquémica es poco relevante, o como minimo dificil 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

irrigacion vascular se encuentra detenida.

Los resultados del presente trabajo muestran que el tratamiento con alopurinol
proporciona una proteccion significativa de la lesion por reperfusion en los modelos de
I/R fisica e I/R farmacoldgica, valorandolo tanto como una menor permeabilidad de la
mucosa intestinal al azul de Evans, como una menor liberacion de LDH intracelular

(lesion tisular) (graficas 5 a 8, paginas 125 a 131; tablas 17, 18, 27 y 28 en anexo IV).

La inhibicién de la xantina oxidasa por el alopurinol es casi tan efectiva como la
superdxido dismutasa en prevenir el dafio tisular (valorado por la LDH) tras la
reperfusion del intestino isquémico. Sin embargo, es mas 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 oxigeno derivadas de ella en este proceso’®?7=%,

El tratamiento con alopurinol (50 mg/kg cada 12 horas los dos dias anteriores y 100
mg/kg el mismo dia de la experiencia 2 horas antes de la misma) en los modelos
experimentales de I/R fisica e I/R farmacologica, no proporcionan una completa
proteccion contra la lesion (graficas 5 a 8, paginas 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 oxigeno. Esto
puede explicar que no se alcance una proteccion completa, al no inhibir todas las
actividades de la xantina oxidoreductasa®®. La lesion, ademas, puede estar mediada por:
factores diferentes a las especies reactivas del oxigeno derivadas de la xantina oxidasa;
y/o que la pauta de administracion y la dosis no esté lo suficientemente ajustada, y no se
alcancen concentraciones suficientes en el lugar requerido; y que parte de la lesion
observada durante la reperfusion se debe considerar corresponde al periodo de isquemia.
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Lo que si podemos concluir basdndonos 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 sanguineo, protege en la misma proporcion en los
dos modelos de isquemia/reperfusion utilizados en éste trabajo (graficas 13 y 14, pagina
139).

. 1 ., C.

Una faceta no estudiada la plantea Saugstad®' haciéndose la siguiente pregunta: jes el
alopurinol un farmaco inocuo? Debe recordarse que reduce drasticamente las
concentraciones de acido urico, y dado que éste es un antioxidante importante en el

. 92,124
medio extracelular™

, surge la duda de si puede ser pernicioso. Mds si cabe, al haber
sido directamente implicado en la proteccion contra la lesion por reperfusion inducida
por los granulocitos activados, y preservando las funciones del endotelio ante la lesion
oxidativa'*®. 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/reperfusion a un grupo de ratas presuntamente con las defensas
antioxidantes extracelulares disminuidas, desde luego queda compensado por el
beneficio que promueve: una menor lesion en el momento de la reperfusion. Ademas,
creemos que es una cuestion relevante sobre todo en humanos y no en nuestro modelo
experimental en rata, ya que el nivel en sangre de acido urico en humanos esta alrededor
de los 5 mg/100 ml como media, cerca del nivel de solubilidad, mientras que la mayoria
de mamiferos, incluida la rata, tienen niveles inferiores a 0,5 mg/100 ml'*,

Por tultimo, un aspecto no estudiado en el presente trabajo es el tratamiento tras la
isquemia/reperfusion, el cual posiblemente tenga un mecanismo de accién diferente al

tratamiento preventivo empleado aqui®>.

Tratamientos con superoxido dismutasa (Ontosein®: orgoteina) y catalasa

El radical superdxido estd implicado en la disfuncién microvascular y lesion de las
células parenquimatosas que se observa tras la reperfusion de los tejidos isquémicos,
incluyendo el intestino delgado®®%°26°27>278

En condiciones normales la superdxido dismutasa elimina al radical superdxido. Sin
embargo, si los niveles del enzima se encuentran disminuidos debido a la lesion
isquémica, o no pueden hacer frente a una mayor produccion durante la reperfusion, el
radical superdxido puede alcanzar niveles toxicos. Algo parecido sucede con el peroxido
de hidrogeno derivado directamente de la xantina oxidasa y de la reduccion del
superoxido durante la reperfusion.
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Ya que la superdxido dismutasa y la catalasa endogenas, aparentemente son insuficientes
para proteger contra la produccion masiva de especies reactivas del oxigeno tras la
reoxigenacion de los tejidos (graficas 3 y 4, paginas 121 y 122; tabla 4, del anexo I; y
tablas 13 a 16 en anexo III), se pueden emplear superdéxido dismutasa y/o catalasa
exogenas para combatir su efecto nocivo, administrandolas por via intravenosa. Estas no
tan sélo protegerian el espacio extracelular, sino también el espacio intersticial, y como
sugiere Chudej y cols. el espacio intracelular’®, al cual accederian por endocitosis™’.

En 1971 los diferentes preparados que contenian 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

superoxido®*>®.

Esta sustancia fue identificada y subsiguientemente investigada
toxicologica y farmacologicamente por Huber y cols., afios antes que McCord y
Fridovich publicaran el hallazgo de una funcién enzimadtica para la eritrocupreina que
resultaba esencial para el metabolismo intracelular del oxigeno, a la cual denominaron
superdxido dismutasa'***™®. Al comparar ambos compuestos se demostré que eran

1dénticos.

La superdxido dismutasa ha mostrado su utilidad, desde hace mas de 25 afios, como

agente terapéutico al limitar la lesion por reperfusion (reoxigenacidn) tras la isquemia

(anoxia o hipoxia) en una amplia variedad de tejidos tanto in vivo (corazon''®*!=6671,

. 326-328 ] 143,335,336,567,572 : . 46,142,275,278,316,362,458 .
estomago , higado ™ , intestino , musculo
(4332334 - . 354,356-358 . 329,330 :
esquelético™ """, sistema  nervioso ,  pulmoén , etc.), como in
-, 117,367,384,393,458 - -
vitro , aunque su eficacia se ha puesto en duda en diferentes modelos

- 273,274,279,344,368
experimentales’>>"+%7%>**

. Modelos experimentales en animales con una deficiencia
genética de Cu,Zn-SOD o EC-SOD, que les hace mas susceptibles a la lesion por
isquemia/reperfusion. Todo lo contrario ocurre con la utilizacion de animales
transgénicos (mutantes) que en condiciones normales poseen una mayor cantidad de
superdxido dismutasa, los cuales estdn mejor protegidos contra la mencionada
lesion®"®*>*° Asimismo, la catalasa también ha sido empleada ampliamente como
agente protector contra la lesion por reperfusidon 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 superoxido dismutasa, en algunos modelos se ha
observado una proteccion significativa, mientras que en otros no ha tenido efecto’®**".
Esta gran variabilidad se debe al empleo de una gran diversidad de marcadores de la
isquemia (liberacidon de productos bioquimicos de lesion celular, preservacion o no de la
funcién fisioldgica, histologia, produccion de productos derivados de la oxidacidn, ...),
diferentes especies, érganos, modelos experimentales (in vitro, in vivo, ...), diferentes

tipos de isquemia (método, duracion, severidad), pautas de administracion, etc.
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Las pautas de administracion de superoxido dismutasa y catalasa utilizadas (ver capitulo
Metodologia, pagina 110), lo fueron tras un proceso de seleccidn entre un amplio grupo
de ellas (datos no presentados).

Mientras los niveles plasmaticos de superoxido dismutasa y catalasa proporcionan una
estimacion significativa de la concentracion de estos enzimas en las proximidades del
endotelio vascular cuando se administran por via intravenosa, estas mediciones
sobreestiman su actividad en el liquido intersticial que bafia las células parenquimatosas
debido a las propiedades de filtro de la pared vascular. Asi, estas macromoléculas deben
atravesar la pared capilar, la membrana basal y el liquido intersticial, para alcanzar el
parénquima. En condiciones normales, los capilares restringen el movimiento de las
macromoléculas en funcion de su tamafio, — superdxido dismutasa 25 A (2.5 nm) y
catalasa 48 A (4.8 nm) — ", y de su carga — las moléculas cargadas positivamente se
equilibran mucho mas rapido que las cargadas negativamente —'', requiriendo por tanto,
un determinado periodo de tiempo para conseguir concentraciones efectivas en el liquido

intersticial que bafa 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 cinética’’', ya sea porque
la isquemia no afecta el tamafio de los poros pequefios en el intestino delgado, y/o
porque la superdxido dismutasa protege los capilares, y puede prevenir una mayor
permeabilidad a las macromoléculas durante la reperfusion, incluyendo ella misma.

Dado que las especies del oxigeno son muy reactivas, tienen una distancia de difusion
muy corta. Por ello, las sustancias protectoras deben encontrarse en lugares cercanos a
los de su produccion. Hay una correlacion positiva entre el efecto protector de la

superoxido dismutasa y la concentracion en el intersticio®’ .

Estas consideraciones cuestionan las administraciones hechas s6lo minutos antes de
valorar la eficacia de éstos agentes en la modulacion de la funcién de la célula del
parénquima presuntamente alterada. En nuestro modelo equivaldria a administrarlas
instantes antes de la reperfusion. De hecho, las pruebas previas realizadas con pautas de
administracion en las que la superdxido dismutasa se suministré inmediatamente antes y
durante los primeros momentos de la reperfusién, son menos efectivas que aquellas en
las que la administracidn se inici6 antes, y dentro de estas ultimas, 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 administracion es la vida
media tan corta de la superdxido dismutasa (6-8 minutos), la cual se elimina rapidamente
por el rifidon, y de la catalasa (20-23 minutos), tras la administracion intravenosa de
ambas ®~"7  Esto ha motivado que se hayan utilizado diferentes estrategias para

alargarla®”, tales como ligar los pediculos renales para evitar su

_ . 46,142,275,312,31 . -y .
eliminacion*®'##272312316573. incrementar su peso molecular uniéndolas a moléculas

1356,576 143,577

como el polietilenglico , a la albimina , etc. (lo que adicionalmente las hace

, . . . . . . 576
mas eficientes por diversas consideraciones discutidas por Beckman y cols.””, y Wong y

577

L . 354,572,574,578,579 i e ,
cols.”""); administrarla en liposomas™ """ "lo que en éste ultimo caso ademas

facilitard el acceso al interior de las células™’, pero tiene el inconveniente de que el

inicio de su accion es lento®””.

Por todo ello y, ademas, propiciar la llegada de ambos enzimas al espacio

] .
P57 ¢ intracelular ®®>

intersticia y evitar el inconveniente de sus vidas media
plasmatica tan cortas, se decidi6 finalmente administrarlas en perfusion continua por via
intravenosa 60 minutos antes de la isquemia (o lo que es lo mismo 120 minutos antes de
la reperfusion) hasta el minuto 5 de la reperfusion. Como se ha comentado previamente,
las pautas de administracion utilizadas en las que se perfunde superdxido dismutasa o
catalasa durante un mayor periodo de tiempo antes de la reperfusion (estd en
consonancia con el trabajo de Omar y McCord®""), fueron las mas efectivas por haber
dado a los farmacos la posibilidad de alcanzar una concentracion terapéutica en el
liquido intersticial, y quizés en el espacio intracelular, lo cual también estd en sintonia

. - 395
con las observaciones de Horie y cols.

, que indican que una elevada actividad
superdxido dismutasa intracelular (unas tres veces mayor) es mas efectiva, protegiendo
de los efectos perniciosos de la isquemia/reperfusion, que un incremento agudo de dicha

actividad en el espacio extracelular.

En modelos de anoxia/reoxigenacion in vitro también hay datos contradictorios, Lum y

cols.'"’

observan mayor efectividad cuando ambos enzimas se administran durante todo
. , . . 4 . . .

el periodo andxico, mientras que Ratych y cols.”® indican que encuentran la misma

efectividad cuando administran ambos enzimas en combinacidon durante todo el periodo

anoxico, o justo antes de la reoxigenacion.

Muchos estudios que han aparecido en la literatura utilizan protocolos de administracion
con una unica dosis, que ademas 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 superdéxido dismutasa en la lesion por reperfusion es
variable, y depende de la dosis y de la pauta de administracion. Esto también ha sido

356

observado por Bernier y cols.''®. Estamos de acuerdo con He y cols.”*® y Nelson y

cols.”’, que el rango de la dosis efectiva de la superéxido dismutasa es bastante estrecho
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y que ademds la curva dosis respuesta muestra una forma de campana. Este efecto
117

también ha sido comprobado in vitro por Lumy cols. "

Una explicacion sobre los efectos potencialmente nocivos de la excesiva cantidad de
superéxido dismutasa fue supuesta por Omar y cols.®® y confirmada por Nelson y cols.””.
El radical superoxido puede actuar tanto como iniciador de la peroxidacion lipidica

. . . ., ., . 133-1
(indirectamente, por la liberacion y/o reduccion de hierro'*>™'?

), como finalizador de la
misma, de manera que la captacion excesiva de esta especie reactiva del oxigeno por
altas concentraciones de superoxido dismutasa, puede incrementarla. McCord recuerda
en un trabajo de revision®', ademas de lo anterior, que el radical superdxido parece tener
tareas importantes en otros aspectos del metabolismo celular normal como participar en
la comunicacién como transmisor de sefiales, y como una molécula que puede afectar la
concentracion de oxido nitrico, otro radical libre con un importante papel regulador en el

mantenimiento de la homeostasis.

Por tanto, la excesiva produccion de radical superoxido es mala, pero la completa
eliminacidn 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 superdxido dismutasa, es una mayor
produccion de perdxido de hidrégeno (reaccion 25, pagina 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 toxico radical hidroxilo (reaccion 7, pagina 8)**>*. Si hay grandes cantidades de
Fe*" se puede producir mayor cantidad de radical hidroxilo. La hidroxilacién podria
inhibirse eliminando el peréxido de hidrogeno. Sin embargo, la superoxido dismutasa no
la inhibiria, ya que ésta al catalizar la dismutacion del radical superoxido principalmente
incrementa el suministro de peroxido de hidrogeno, necesario para la reaccion de
Fenton. No obstante, los resultados de Omar y McCord™®' muestran que es improbable
que el perdxido de hidrégeno sea la causa de la exacerbacion de la lesion observada tras
administrar altas dosis de superdxido dismutasa.

A diferencia de la Mn-SOD, la Cu,Zn-SOD puede generar radical hidroxilo'"” desde
peroxido de hidrégeno, a pesar de la baja afinidad del enzima por éste a pH fisioldgico,
lo cual podria explicar, al menos en parte, el dafio bioldgico asociado con una actividad

elevada de éste enzima.

Ademas, se ha descrito una débil e inespecifica actividad peroxidasa de la Cu,Zn-SOD'",
que puede tener efectos perniciosos para las células por catalizar la formacién de
radicales libres usando eliminadores anidnicos y peroxido de hidrogeno como
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substratos''*. Omar y McCord™®' muestran que la pérdida de proteccion a altas dosis de

Cu,Zn-SOD es improbable que sélo sea debida a la actividad peroxidasa del enzima.

La curva dosis respuesta de la superdxido dismutasa en forma de campana argumenta
que para unas determinadas condiciones hay una tinica concentracion protectora Optima
de superdxido dismutasa. Todas estas consideraciones permiten hacer hincapié en la
mencionada variabilidad de los resultados de la multitud de tratamientos llevados a cabo
con superdxido dismutasa en numerosos trabajos. Los modelos experimentales
utilizados, al ser en muchos casos diferentes, con la consiguiente produccién de radical
superoxido también distinta (velocidad, cantidad), dificilmente pueden justificar, como
se ha hecho en multiples estudios publicados, una tnica dosis estandar de superoxido
dismutasa, generalmente bastante grande.

Otro factor a tener en cuenta para interpretar los diferentes efectos de la superoxido

dismutasa dentro de la literatura, pueden ser las distintas preparaciones de la misma, con
.. . . I : 579

purezas, actividades enziméticas y propiedades quimicas variables®"”.

Lo mismo que con la superoxido dismutasa, una gran cantidad de estudios utilizan un
protocolo de administracion de catalasa que generalmente es una administracion Unica.
En el presente trabajo se probaron diferentes pautas de administracion y dosis

(resultados no mostrados). Apuntar que, al igual que Bernier y cols.''®, también
observamos que la administracion de catalasa presenta un efecto dosis dependiente, una

dosis/respuesta relativamente lineal.

Nuestros resultados indican que el efecto de la catalasa en la lesion por reperfusion es
variable, y aunque es poco efectiva, depende de la dosis y de la pauta de administracion.

El efecto de la superdxido dismutasa y la catalasa también se controld mediante un
grupo de animales a los que se le somete a isquemia/reperfusion, y se les administra
suero salino 0,9 % desde 60 minutos antes de la isquemia hasta el minuto 5 de la
reperfusion. No se produce una mejora respecto al grupo de referencia de
isquemia/reperfusion (resultados no mostrados).

Analisis de los.resultados del tratamiento con SOD

Los resultados del presente trabajo muestran que el tratamiento con superdxido
dismutasa proporciona una proteccidn significativa de la lesion por reperfusion en los
modelos de I/R fisica e I/R farmacoldgica, valordndolo tanto como una menor
permeabilidad de la mucosa intestinal al azul de Evans, como una menor liberacion de
LDH intracelular (lesion tisular) (graficas 5 a 8, paginas 125 a 131; tablas 19, 20, 29 y
30 en anexo 1V).
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El tratamiento con superdxido dismutasa, en ambos modelos experimentales, reduce de
manera muy significativa los niveles de LDH (lesion celular) en toda la reperfusion. La
permeabilidad vascular y mucosa al azul de Evans se reduce significativamente hasta el
minuto 12 de la reperfusion, lo que implica al radical superéxido como mediador de la
lesion en los primeros minutos de la reperfusion, lo cual esta en sintonia con que las
especies reactivas del oxigeno son un factor principal en los cambios de permeabilidad
vascular y mucosa asociados con la isquemia intestinal****!!7,

El tratamiento con superdxido dismutasa (perfusion por via intravenosa continua de
1.000 U - kg - hora™, desde 60 minutos antes de provocar la isquemia hasta el minuto 5
de la reperfusion) en los modelos experimentales de I/R fisica e I/R farmacologica, no
proporcionan una completa proteccion contra la lesion (graficas 5 a 8, tablas 19, 20, 29 y
30). Ademas, ésta puede estar mediada por otras especies reactivas del oxigeno
diferentes al radical superdxido, otros factores; y/o que la pauta de administracion y la
dosis no se haya ajustado lo suficiente, y no se alcancen concentraciones suficientes en
el lugar requerido; y que parte de la lesion observada durante la reperfusion se debe
considerar corresponde al periodo de isquemia.

Basandonos en nuestros resultados, se puede concluir que la superdxido dismutasa al
eliminar el radical superdxido generado durante la isquemia y fundamentalmente durante
la reperfusion, protege en la misma proporcion en los dos modelos de
isquemia/reperfusion utilizados en este trabajo (graficas 15y 16, pagina 140).

Adicionales efectos beneficiosos de la superoxido dismutasa son: al eliminar el exceso
de radical superoxido evita el que éste pueda movilizar el hierro almacenado en la
ferritina'®>'**; otro puede deberse a la capacidad para estabilizar las membranas

celulares incluida la de los leucocitos™ .

Otro aspecto beneficioso a considerar es el sinergismo entre la superoxido dismutasa y el
oxido nitrico. En situaciones en las que se produce excesiva cantidad de radical
superoxido, la reaccion entre ambos da como resultado la formacion de anion

T 213214
per0x1n1tr1t037’69’ >

y especies reactivas derivadas del mismo®*"***®, Durante la
reperfusion del intestino isquémico la superdxido dismutasa elimina el exceso de
superoxido, ocasionando que el 6xido nitrico pueda predominar sobre aquel. Cuando hay
2 o 3 veces mas 6xido nitrico que radical superdxido, el primero actia como un
mecanismo de defensa antioxidante aboliendo las acciones del peroxinitrito y de las
especies reactivas derivadas del mismo®°. El radical superdxido, ademas de producir
peroxinitrito al interaccionar con el 6xido nitrico, provocara alteraciones derivadas de la

destruccidn de este ultimo.
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Apuntar ademés que, la Cu,Zn-SOD prolonga los efectos del oOxido nitrico,
principalmente por catalizar la dismutacion del radical superoxido, aunque se la ha
implicado en un segundo mecanismo independiente del anterior. La administracion de
superdxido dismutasa aparentemente mejora la generacion de 6xido nitrico desde la
L-arginina sin afectar la produccién de L-citrulina, por lo que incrementaria la
generacion de oxido nitrico promoviendo la oxidacion de una especie intermedia como

. .1 178215216
el nitroxilo! 8213216,

Analisis de los resultados del tratamiento con catalasa

Aunque se advierte que el tratamiento con catalasa en el modelo de I/R fisica tiende a
producir proteccidn de la lesion por reperfusion al valorar los niveles de LDH, ésta so6lo
es significativa en diferentes momentos de este periodo. Igualmente, al evaluar la
permeabilidad vascular y mucosa, medida por la densidad dptica de azul de Evans en el
liquido de perfusion intestinal, ésta solo disminuye de manera significativa durante los
primeros 4 minutos de la reperfusion respecto al grupo de referencia I/R fisica. Esto
indica que la catalasa, la cual actia sobre todo cuando las concentraciones de peroxido
de hidrégeno son altas™, prevendria en mayor o menor medida la toxicidad mediada por

éste, y la formacion de radical hidroxilo*?

. 'Y de manera indirecta, ya que el perdxido de
hidrégeno producido por la xantina oxidasa, a su vez puede promover la reaccion de

Fenton al liberar hierro de la hemoglobina®.

Con todo, igual que ocurre con el grupo I/R farmacologica tratado con catalasa, el
grupo I/R fisica tratado con catalasa globalmente no muestran diferencias
estadisticamente significativas respecto a sus grupos de referencia, en ninguno de los

pardmetros estudiados.

El que la catalasa no haya producido una disminucién en los niveles de LDH y azul de
Evans, como lo ha hecho el alopurinol o la superdxido dismutasa, puede deberse a que
por un lado el peroxido de hidrégeno es poco reactivo y oxida lentamente, y por otro,
cuando se empieza a producir, el radical superoxido, que es la primera especie reactiva
del oxigeno que se origina, ya ha tenido tiempo de efectuar su accion dafiina. También
es logico pensar que al contrario de lo que pueda suceder in vitro, donde casi todo el
radical superdxido puede dismutar a perdxido de hidrégeno con pocas o ninguna
“interferencia”, en un modelo in vivo el radical superdxido que haya reaccionado con
otros componentes no podrd dismutar a peroxido de hidrégeno. De lo expuesto se podria
deducir que la contribucidn de éste ultimo en la lesién por isquemia/reperfusion no es
tan relevante como la de otros factores en modelos in vivo, lo cual esta de acuerdo con
Parks y cols.”’, quienes sugieren que el radical superéxido, u otro radical secundario a
¢éste, y no el H,O,, 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.'"’
proponen que el perdxido de hidrégeno y/o los oxidantes derivados del mismo estan
implicados en las alteraciones provocadas por la anoxia/reoxigenacion porque la catalasa
a altas concentraciones actuan protegiendo al endotelio.

Otro factor posible, aunque en nuestro caso es poco probable dado que se ha utilizado
una dosis “maxima” de catalasa, es el apuntado por Kono y Fridovich''®, que muestran
como el radical superoxido puede inhibir la accion de la catalasa al transformarla a

formas relativamente inactivas.

El tratamiento con catalasa (perfusion por via intravenosa continua de 200.000 U-kg™ -hora™,
desde 60 minutos antes de provocar la isquemia hasta el minuto 5 de la reperfusion) en
los modelos experimentales de I/R fisica e I/R farmacologica, globalmente no
proporcionan proteccidon contra la lesion (graficas 5 a 8, paginas 125 a 131 tablas 21, 22,
31 y 32 en anexo IV). Como se ha comentado, la catalasa actiia sobre todo cuando la
concentracion de peroxido de hidrégeno es alta, situacion que es mas probable se de en
el modelo de I/R fisica (de ahi que las diferencias cuantitativamente hablando sean mas
relevantes en este modelo) por provocar una isquemia mas severa. Y que este peroxido
de hidrégeno derive directamente de la xantina oxidasa®’ mas que de la dismutacién del
radical superdxido el cual, lo mas probable, antes de dismutar reaccione con las dianas
biologicas provocando la lesion. Apoya esta posibilidad el hecho que el tratamiento con
superéxido dismutasa sea muy efectivo (graficas 5 a 8, tablas 19, 20, 29 y 30 en anexo
IV).

Basandonos en nuestros resultados podemos decir que el tratamiento con catalasa no
muestra diferencias estadisticamente significativas en los dos modelos utilizados en el

presente trabajo (graficas 17 y 18, pagina 141).

Por ello, todo y que la contribucion del peroxido de hidrogeno directamente en la lesion
por reperfusién no sea muy relevante, justificaria un tratamiento con catalasa de cara a
disminuir el dafio que se produce en los primeros minutos de la reperfusion, mediado por
¢l mismo o por el radical hidroxilo que se pudiera formar. Aunque basandonos en los
razonamientos expuestos anteriormente, a este tratamiento se le deberia afiadir
superoxido dismutasa, evitando de ese modo la lesion atribuida al radical superoxido,
que se producird necesariamente si la catalasa se administra sola.

El hecho de observar que los tratamientos con alopurinol, superdxido dismutasa o
catalasa, son proporcionalmente mas efectivos durante los primeros minutos de la
reperfusidon, en ambos modelos experimentales, estd de acuerdo con que las especies

reactivas del oxigeno se producen de manera masiva en esos momentos.
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Tratamientos con N© -nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) y L-arginina

La cuantificacion del o6xido nitrico formado in vivo es dificil, ya que se forma en
pequefias cantidades (en plasma normalmente, 3 nM*>?) y se destruye rapidamente por
su interaccion con el oxigeno o especies reactivas derivadas del mismo, entre otros.
Aunque si puede medirse de una manera directa en el tejido intestinal mediante
resonancia paramagnética electrénica®', lo habitual es que se determine indirectamente
mediante quimioluminiscencia, valoracion de metabolitos estables como el nitrato y el
nitrito, etc.’’25%  También se ha utilizado frecuentemente la inhibicién de la NO
sintasa, como método indirecto para implicar al oxido nitrico en un determinado
proceso!4%:165170.195

La estrategia mas usada para inhibir la sintesis de 6xido nitrico es el empleo de analogos
estructurales de la L-arginina, que actian como inhibidores competitivos de la NO
sintasa, los cuales han sido esenciales para evaluar la contribucion de este autacoide en
los procesos fisiologicos y patologicos. Griffith y Stuehr'™’, sin embargo, advierten del
riesgo de malas interpretaciones con el uso del L-NAME y demads analogos estructurales
de la L-arginina debido a que la extensidon de la inhibicion es dificil de establecer en
sistemas complejos. Ninguno de los inhibidores de la NO sintasa probablemente sea un
inhibidor completamente especifico o resistente al metabolismo de otros productos
biologicamente activos (el L-NAME y otros ésteres de la L-arginina ademas son
antagonistas del receptor muscarinico).

24 . :
S***) producen una liberacion

Las NO sintasas constitutivas (fundamentalmente la eNO
continua de 6xido nitrico en las células endoteliales, musculo 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 estimulacion del enzima iNOS
producira grandes cantidades de 6xido nitrico. En tal caso, en la reperfusion junto con la
produccion de radical superoxido derivado de la xantina oxidasa, puede dar lugar a
peroxinitrito y demas oxidantes derivados del mismo con el consiguiente efecto

69,224,380
deletéreo” ™

, aunque el peroxinitrito a concentraciones nanomolares no es capaz de
dafar la célula endotelial, y si tener un efecto protector en la lesidén por reperfusion al
inhibir la expresion de P-selectina y la consiguiente interaccion leucocito — célula
endotelial”*®. Sin embargo, lo més probable es que en los modelos experimentales de /R
fisica e I/R farmacologica que aqui se presentan (donde se valoran sé6lo los 30 primeros
minutos de reperfusion) la iNOS no tenga una funcidn relevante, ya que necesita 2 o 4

186,188

horas para ser inducida , ¥ porque en modelos experimentales semejantes los

glucocorticoides, que inhiben la forma inducible pero no la constitutiva de NO
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151,170,186 - o -
© % no alteran el incremento en la permeabilidad capilar que se observa en

) , ., . S 46 225
los 30 primeros minutos de reperfusion del intestino isquémico . Takada y cols.”” en su

sintasa

modelo de isquemia/reperfusion in vivo implican al 6xido nitrico producido por la iNOS
en la lesion por reperfusion, pero observan que el incremento en la produccion empiezan
a partir de los 30 minutos de reperfusion. Sin embargo, Cuzzocrea y cols.'”® muestran la
presencia de peroxinitrito a los 60 minutos de reperfusién del intestino aun con una

menor expresion de las NOS constitutivas y una ausencia total de iNOS.

La administracion de L-NAME al inhibir de manera competitiva la NO sintasa

195 189 . Y
1 1™, promueve la adherencia y emigracion de los

202-204
b

endotelial ™ y de la mucosa intestina

leucocitos en las vénulas postcapilares e incrementa la permeabilidad

203,204,206,207

microvascular y de la mucosa intestinal’”>?%. Sucesos que se observan en la

isquemia/reperfusion y se agravan con la inhibicion de la NO sintasa, tanto en el

. 24 248,484 484.4
primer’*®, como en el segundo®*®** y tercer™***

202,206,208,209

evento. Sin embargo, con el D-NAME
no se observa ningun efecto . Las fuentes exdgenas de 6xido nitrico, a su vez,
tienen un efecto beneficioso en el periodo inicial de la reperfusion que sigue a la
isquemia24322:483-487

Por tanto, una menor cantidad de 6xido nitrico durante la isquemia/reperfusion®”' estd de

acuerdo con la accion protectora del mismo durante este proceso.

Todo ello estd en sintonia con nuestros resultados. En el presente trabajo, la inhibicién
de la NO sintasa por el L-NAME provoca una exacerbacion del aclaramiento de azul de
Evans, y un agravamiento de la lesion epitelial medido por la LDH en la reperfusion
(graficas 9 a 12, paginas 132 a 136; tablas 23, 24, 33 y 34 en anexo IV). La
administracion de L-arginina tiende al efecto contrario sobre la lesion por reperfusion,

actuando como citoprotector (graficas 9 a 12; tablas 25, 26, 35 y 36 en anexo V).

Tras una pocas pruebas el L-NAME se administro por via intravenosa en perfusion
continua de 15 mg - kg™ - hora™, desde el minuto 45 de isquemia hasta el minuto 30 de
la reperfusion (total 45 minutos).

Kubes®”*%® demuestra que el efecto del L-NAME en el aclaramiento de moléculas desde
la sangre a la luz intestinal depende del tiempo de infusion intravenosa. Los valores de
aclaramiento incrementan significativamente tras 10-20 minutos de infusion. En el
presente trabajo se administra 15 minutos antes de la reperfusion, lo cual ya estd de
acuerdo con estos trabajos, si lo que se pretende es el observar el efecto al inicio de la
reperfusion.
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Igualmente, tras una pocas pruebas la L-arginina se administrd por via intravenosa en
perfusion continua de 300 mg - kg - hora™, desde el minuto 45 de isquemia hasta el
minuto 30 de la reperfusion (total 45 minutos).

La dosis de L-arginina es 20 veces mayor que la de L-NAME. Se ha probado que 5 veces

147.202.206.208 By e modelo de

es necesaria para revertir los efectos del L-NAME
isquemia/reperfusion de Kubes** donde dan ambas sustancias a la vez a los 60 minutos
de reperfusion, también emplean la misma proporcién. 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
reperfusion, y es precisamente en los primeros minutos cuando la produccion de 6xido
nitrico es menor. En cualquier caso, a pesar de que se ha sugerido que la
sobreproduccién de oxido nitrico en el intestino delgado es citotoxica ya por si misma,
ya en presencia de oxidantes como el radical superdxido por la capacidad de generarse
peroxinitrito, se ha observado que el ¢xido nitrico a altas concentraciones, por si 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 (absorcion)’™. MacAllister y cols’*® en su estudio
mas clinico en humanos indican que la arginina, administrada en cantidades suficientes
para elevar su concentracion plasmatica 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 hipertension esencial o pacientes con diabetes insulina dependientes, y no
baja la presion arterial. En otros trabajos se han utilizado proporciones aun mayores'®.
Ademas, Daiber y cols.”*® informan que, a medida que aumenta la concentracion de
oxido nitrico, la magnitud de la oxidacion disminuye. Cuando se genera 2 o 3 veces mas
oxido nitrico que radical superoxido, el 0xido nitrico actia como un mecanismo de
defensa antioxidante aboliendo las acciones perniciosas del peroxinitrito. Esto sugiere
que el peroxinitrito formado derivado del 6xido nitrico y el radical superdxido en el
momento de la reperfusi(')nwo, esta limitado por la relacion NO*/O, °, cuanto mayor es,

menor es la capacidad del peroxinitrito para oxidar sustancias biologicas in vivo™'®.

Analisis de los resultados de. L-NAME

Los resultados del presente trabajo muestran que el tratamiento con L-NAME
administrado por via intravenosa desde 15 minutos antes de la reperfusion, produce un
deterioro significativo de la lesion y disfuncién intestinal asociada con la
isquemia/reperfusion en los modelos de I/R fisica e I/R farmacoldgica, valorandolo tanto
como una mayor permeabilidad de la mucosa intestinal al azul de Evans, como una
mayor liberacién de LDH intracelular (lesion tisular) (graficas 9 a 12, paginas 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 (lesion celular) en casi toda la reperfusion. A partir
de los 4 minutos en el grupo de I/R fisica tratado con L-NAME, y de los 6 minutos en el
de I/R farmacologica 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 via sistémica en los tltimos momentos
de isquemia, desde luego es un inconveniente para que el segmento intestinal objeto de
estudio haya sido impregnado por el farmaco. Sin embargo, no debe ser muy importante
cuando en el modelo de I/R fisica, al valorar la permeabilidad al azul de Evans, como
veremos a continuacion, hay un incremento significativo de colorante en el liquido de
perfusion desde el primer momento; y los incrementos de LDH, aunque no sean
estadisticamente significativos respecto al grupo de referencia I/R fisica, estos ya se
producen desde el primer momento. El hecho que en el modelo de I/R farmacologica
estos incrementos se observen con cierto retraso es esperable, dadas las caracteristicas
del modelo discutidas en las paginas 159 a 162, esta particularidad, la necesidad de
conseguir una reperfusion brusca, se ve perjudicada por el hecho de que el L-NAME sea

166 .
informan que ¢ste no afecta la

un farmaco vasoconstrictor, aunque Das y Kumar
hiperemia reactiva que se produce tras la oclusion arterial, también hay que mencionar
que ellos provocan una oclusion 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 reperfusion, debido a la
mayor dificultad en producirse la vasodilatacidon. Otro factor que puede contribuir al
hecho de no apreciarse un incremento significativo de los dos parametros que valoramos
en los primeros momentos de la reperfusidn, puede ser que la lesion observada para cada
uno de los modelos ya sea muy importante (casi la maxima), y por lo tanto dificil de
superar. Otro factor a tener en cuenta es la poca contribucion, sobre la magnitud de la
lesion, que pueda tener el dxido nitrico en estos primeros momentos, debido tanto a una
menor produccidén, como a la destruccion sufrida por el mismo dada la gran cantidad de
especies reactivas del oxigeno que se producen en estos primeros minutos de la
reperfusion. Pero en la tendencia a la mejora que se observa en los grupos de referencia
a partir de esos momentos, si contribuye de manera significativa el dxido nitrico, como

demuestra el hecho de la inhibicidn de su sintesis.

Todo ello indica que en los picos de LDH observados en los primeros minutos de la
reperfusion, en los grupos de referencia I/R fisica e I/R farmacologica, la contribucion
del oxido nitrico no es tan relevante como la que tienen las especies reactivas del
oxigeno, y que en la tendencia a la mejora que se observa en los grupos de referencia a
partir de esos momentos si contribuye de manera significativa el ¢xido nitrico, como
demuestra el hecho de la inhibicidn de su sintesis.
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La permeabilidad vascular y mucosa aumenta significativamente en la reperfusion en
ambos modelos experimentales (en el grupo I/R farmacoldgica tratado con L-NAME a
partir del minuto 6), lo que implica al 6xido nitrico como mediador del mantenimiento
de la homeostasis durante la reperfusion, lo que esta en sintonia con que el 6xido nitrico
es un factor principal en los cambios de permeabilidad vascular y mucosa asociados con
la isquemia intestinal****34%,

Basandonos en nuestros resultados, se puede concluir que la inhibicion de la sintesis de
oxido nitrico durante la reperfusion agrava en la misma proporcidén la lesion, si
valoramos los niveles de LDH, en los dos modelos de isquemia/reperfusion utilizados en
este trabajo (grafica 19, pagina 142). Sin embargo, la inhibicion de la sintesis de 6xido
nitrico 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 /R
fisica e I/R farmacologica (grafica 20, pagina 142). Dado que el incremento de la
permeabilidad de la mucosa ocasionada por la inhibicion de la sintesis de dxido nitrico
no estd relacionado con lesion tisular previa®” (lo que no excluye como muestran
nuestros resultados, que en caso de isquemia/reperfusion ésta sea mas relevante), la
diferencia entre ambos modelos experimentales durante los primeros minutos de
reperfusion, posiblemente sea debido a las condiciones experimentales. Se ha hecho
referencia a ellas en las paginas 159 a 162 al hablar de las caracteristicas del modelo de
I/R farmacologica.

Kubes™ observa una mayor permeabilidad microvascular y mucosa, una lesién
exacerbada evidenciada por denudacion de la vellosidad intestinal, marcada reduccion
en la altura de la misma y alguna hemorragia. Esto sugiere que el éxido nitrico que se
pueda producir durante los primeros minutos de la reperfusion es esencial para intentar

preservar la integridad de la mucosa intestinal.

Observamos que el D-NAME, el enantiomero bioldégicamente inactivo, no incrementa la
disfuncién intestinal con respecto al grupo de isquemia/reperfusion sin tratamiento
(resultados no mostrados).

Ya se ha apuntado que el incremento de la permeabilidad de la mucosa ocasionada por la
inhibicion de la sintesis de 6xido nitrico, no esta relacionada con lesion tisular previazog,
lo que no excluye como muestran nuestros resultados, que en caso de
isquemia/reperfusion ésta sea mas relevante; y aunque ésta inhibicidon incrementa la

adhesion de los leucocitos al endotelio de las vénulas postcapilares?*? 204248260

, tampoco

es responsable de la permeabilidad asociada a la inhibicién de la sintesis de oxido
) . . . . ., , .,

nitrico™, aunque en situaciones de isquemia/reperfusién si sea relevante su funcion a

partir de la hora de reperfusion®’. Se ha involucrado a los oxidantes y las proteasas
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derivadas de los leucocitos, en la disfuncidén microvascular asociada con diferentes

. . 48,54,204,296,458
modelos inflamatorios™ =~ <70,

Kubes y Granger’™ en su estudio sobre la
implicacion del 6xido nitrico en la permeabilidad microvascular muestran que la
inhibicién de su produccion por el endotelio vascular produce un incremento reversible
en la pérdida de proteina intravascular que estd mediado por un mecanismo leucocito
independiente y otro dependiente. La inhibicion de la sintesis de ¢xido nitrico eleva los
niveles de superoxido, ya que éste no es neutralizado por aquél, y este estrés oxidativo
independiente de los leucocitos es un prerequisito para el ulterior rodamiento, adhesion y
emigracion de estos®. Un respaldo adicional al mecanismo independiente de los
leucocitos es la observacion que la adherencia de los mismos empieza mas o menos a los
15-25 minutos y alcanza su pico a los 30-40 minutos de la infusién del L-NAME?***%°,

Hayward y Lefer*®

en su modelo de isquemia/reperfusion observan que la acumulacion
de los neutrofilos se produce a los 20-30 minutos de reperfusion. Por tanto, esto
justificaria el hecho que en el presente trabajo no se valore la implicacion de los

leucocitos, al investigar s6lo durante los 30 primeros minutos de reperfusion.

La salida de proteina de los vasos sanguineos al intersticio y después a la luz intestinal
debido a inhibicion de la sintesis de 6xido nitrico, tampoco es debida a una mayor
presion hidrostatica microvascular®'”.

Se ha sugerido que el mecanismo por el que el 6xido nitrico regula la permeabilidad
microvascular en el intestino delgado se debe a la activacion especifica de la guanilato

. . L1 . . 1
ciclasa citosolica que incrementa los niveles de GMPc’

. La reduccién de GMPc puede
causar contraccion de la célula epitelial incrementando el tamafio de las uniones
interepiteliales, produciendo una barrera mucosa mas “porosa”. Esto se apoya en datos
que demuestran que el aumento de la permeabilidad epitelial inducida por el L-NAME

puede inhibirse con un analogo de GMPc in vivo.

Si en verdad el 6xido nitrico es esencial para regular la homeostasis de la integridad de

21
1210,

la barrera mucosa intestina y dado que la produccion de éste se encuentra

marcadamente reducida desde los primeros momentos de la reperfusion'®****320322
entonces la alteracion ocasionada por ésta podria minimizarse por la continua
produccion de 6xido nitrico enddgeno, o por la administracidon de sustancias productoras
de oxido nitrico. Esto puede alcanzarse de varias maneras: incluyendo el uso de
compuestos que donen 6xido nitrico o la administracion directa del mismo, con lo que se
estimula a los receptores vinculados a la via L-arginina/6xido nitrico, y se aumenta la
accion del oxido nitrico enddgeno, o proporcionando sustrato adicional para su

’ -1
sintesis 70.
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Los donadores de 6xido nitrico mejoran el flujo sanguineo, reducen la adhesion de los
neutrofilos, actuan como antioxidantes, deprimen la actividad de los mastocitos y
reducen la trombosis, por todo ello estas sustancias actian como potentes agentes
antiinflamatorios®'’.

La produccion de o6xido nitrico disminuye en la hipoxia. La reoxigenacién puede
estimular la sintesis del mismo al proporcionar el oxigeno necesario para producirlo, ya
que el mensajero intracelular, Ca” y demds substratos (L-arginina y NADPH), ya
estarian disponibles durante la isquemia. Sin embargo se observa, tanto en el modelo de
I/R fisica como I/R farmacoldgica sin tratamiento (graficas 3 y 4, paginas 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 oxido nitrico producido durante la reperfusion es esencial para
intentar preservar la integridad de la mucosa intestinal.

Los resultados del presente trabajo muestran que la administracion intravenosa de
L-arginina desde 15 minutos antes de la reperfusion, la cual actia incrementando la
sintesis de oOxido nitrico, proporciona una proteccion significativa de la lesion por
reperfusion en los modelos de I/R fisica e I/R farmacoldgica, valorandolo como una
menor liberacién de LDH intracelular (lesion tisular) (graficas 9 y 11, paginas 132 y
135; tablas 25 y 35 en anexo IV). Sin embargo la D-arginina, su enantiomero

173,178,180

bioldégicamente inactivo , no protege de la lesion intestinal comparado con el

grupo de isquemia/reperfusion sin tratamiento (resultados no mostrados).

Basandonos en nuestros resultados, se puede concluir que el tratamiento con L-arginina
durante la reperfusion protege en la misma proporcidn la lesion, si valoramos los niveles
de LDH, en los dos modelos de isquemia/reperfusion utilizados en este trabajo (graficas
21, pagina 143).

Sin embargo, al igual que ocurria con los grupos tratados con L-NAME, el tratamiento
con L-arginina, perfusién intravenosa continua de 300 mg - kg - hora™” desde el minuto
45 de isquemia hasta el minuto 30 de la reperfusion, también actua 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 reperfusién (graficas 10
y 12, paginas 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 fisica, solo durante los primeros dos minutos de reperfusion, reduce de manera
significativa el aclaramiento de azul de Evans respecto al grupo de referencia I/R fisica

sin tratamiento, todo y que la tendencia es ésta durante unos pocos minutos mas. Al
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valorarlo de manera global, el grupo I/R fisica tratado con L-arginina no proporciona
una disminucidn significativa de la permeabilidad mucosa al azul de Evans durante la
reperfusidn respecto al grupo de referencia sin tratamiento.

El tratamiento con L-arginina en el modelo de I/R farmacologica, por el contrario, si
reduce significativamente el aclaramiento de azul de Evans durante la reperfusion.

A pesar de este comportamiento aparentemente tan diferente entre el grupo I/R fisica
tratado con L-arginina e I/R farmacologica tratado con L-arginina, al comparar las
diferencias obtenidas entre ambos grupos y sus grupos de referencia sin tratamiento,
estandarizadas en tanto por ciento (graficas 22, pagina 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 concentracion de 6xido nitrico, no esta relacionada
con una lesion tisular previa. Sin embargo, cuanto mayor es la lesion isquémica previa a
la reperfusion, mayor es el aclaramiento de azul de Evans en el liquido de perfusion
intestinal, ante una menor presencia de o6xido nitrico en el tejido (graficas 9 a 12,
paginas 132 y 136; tablas 23, 24, 33 y 34 en anexo IV). El observar que el tratamiento
con L-arginina produce una disminucion estadisticamente significativa de la
permeabilidad mucosa en el modelo de I/R farmacologica y no en el de I/R fisica,
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 fisica sean insuficientes para generar bastante 6xido nitrico
que se libre de la destruccion, al interaccionar €ste con la gran cantidad de especies
reactivas del oxigeno y productos liberados tras la lesion tisular durante la reperfusion.

Quizas se deba considerar la pauta de administracion de la L-arginina utilizada de cara a
obtener una mayor protecciéon con la administracion de la misma. Ward y cols.”’
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 reperfusion.

El radical superéxido producido en grandes cantidades bajo ciertas estados
inflamatorios, incluyendo la isquemia/reperfusion del intestino, inactiva al 6xido nitrico.
Por lo que es muy probable que, aparte de la lesion producida por la accion directa de las
especies reactivas del oxigeno, en ella también contribuya por un lado la merma de
oxido nitrico al reaccionar con el radical superdxido, y por otro la accidon de los
productos derivados de la mencionada reaccién®*****. Esta situacién como se observa
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en las graficas 9 a 12, se agrava con la administracion de L-NAME al disminuir aun mas
la cantidad de 6xido nitrico en el tejido durante la reperfusion, insuficiente para llevar a
cabo su funcion reguladora’'® y permitiendo una acumulacién mayor de radical
superdxido y por tanto de especies reactivas derivadas del mismo, las cuales pueden
ocasionar directamente la lesion. A la inversa, de manera global se observa una menor
lesion durante la reperfusion, graficas 9 a 12, al administrar L-arginina que proporciona
6xido nitrico al tejido regulando la homeostasis de la barrera intestinal’', pudiendo
actuar como antioxidante y captar el radical superdxido, evitando a su vez la lesion

provocada por €ste y las especies reactivas derivadas del mismo.

Gaboury y cols.”®

muestra que la capacidad antioxidante del plasma en la rata aumenté
mas del doble tras la administracion de donadores de 6xido nitrico a concentraciones que

previenen la lesion mucosa inducida por la reperfusion.

El hecho que el tratamiento con L-arginina cause, en ambos modelos experimentales
(I/R fisica e I/R farmacologica), una proteccidon de la lesion por reperfusion (valorado
por los niveles de LDH) similar al tratamiento con superdxido dismutasa (tablas 19, 25,
29 y 35 en anexo V) esta de acuerdo con el concepto de que las acciones beneficiosas
de la superdxido dismutasa son debidas, al menos en parte, a su capacidad para prevenir
la inactivacion del 6xido nitrico, y a la capacidad que tiene de intensificar su produccion

178

por un mecanismo independiente del mismo . Y viceversa, el beneficio alcanzado con

la L-arginina se debe a la potencial actividad antioxidante del dxido nitrico que captaria
el radical superéxido'™”.

El efecto beneficioso de la L-arginina sobre la lesion mucosa del intestino postisquémico
no se debe a una mejoria en la perfusidon, ya que esta no influye sobre las posibles

. . , . . 485
alteraciones del flujo sanguineo intestinal .

Uno de los mecanismos que pueden contribuir a la accidon benéfica de la L-arginina en la
reperfusion es la de revertir los efectos perniciosos de una mayor concentracion del
inhibidor endégeno de la NO sintasa, el L-DMA (N°,N° -dimetil-L-arginina)*”. Este es
producido por el endotelio vascular y es capaz de producir una respuesta inflamatoria
(adhesion y emigracion de los leucocitos, agregacion plaquetoleucocitaria, degranulacion

de los mastocitos, e incremento de la permeabilidad capilar a la albumina).

Aparte de la produccion de dxido nitrico, 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 intestinal**.
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Otro efecto beneficioso de aumentar los niveles de 6xido nitrico, es que éste puede
reaccionar con un grupo tiol del centro reducido molibdeno de la xantina oxidasa y
xantina deshidrogenasa inactivando a ambos enzimas*'”.

El L-NAME a altas concentraciones (mM) puede actuar como eliminador de radicales

libres. Rehman y cols.””’

muestran en un estudio in vitro como el L-NAME puede
captar radical hidroxilo y lo hace mas rapidamente que el manitol. Sin embargo,
también observan que el D-NAME tiene el mismo comportamiento. Por otro lado,
tanto la L-arginina (que ademds antagoniza la accion 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 uM). Lass y cols.”®®
en un estudio en bafio de 6rgano aislado concluyen que la accion eliminadora de
especies reactivas del oxigeno no puede excluirse del efecto protector de la L-arginina
(utilizan concentraciones que van desde 0,1 a lo 10000 puM), ademas del posible
incremento en la concentraciéon de 6xido nitrico, al objetivar una evidente capacidad
eliminadora concentraciéon dependiente, pero que s6lo consigue ser estadisticamente
significativa a concentraciones 1000 uM. Sin embargo, Adams y cols.”® en su estudio
sobre la capacidad antioxidante de la L-arginina no observan cambios en los niveles de
peroxidos lipidicos tras la administracion aguda del mencionado aminoacido in vivo,
solo observan un efecto antioxidante débil y no especifico in vitro, sugiriendo que su
principal beneficio en la cardioproteccion es debido a otros mecanismos como la
produccién del 6xido nitrico (en este estudio utilizan concentraciones de 100 uM, con

las que es suficiente reducir la adhesion 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
enantiomeros D no son Utiles para controlar el efecto de los L por ser igual de efectivos
como eliminadores de especies reactivas del oxigeno ®*, 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 oxigeno.

Haklar y cols.*™

observan en su modelo in vivo de isquemia/reperfusion 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 superdxido. Sin embargo, al D-NAME no

le observan esta capacidad.

Los efectos de la isquemia/reperfusion en los modelos I/R fisica e I/R farmacologica se
intensifican con la administracion de L-NAME, pero no con la de D-NAME (resultados



188 Discusion

no mostrados). Por el contrario se atentian con la administracién de L-arginina, pero no
con la de D-arginina (resultados no mostrados). Estos datos, aunque indirectos, apoyan la
opinion que el 6xido nitrico endogeno es un importante factor en limitar la lesidn tras la
reperfusion del intestino delgado previamente isquémico, lo cual estd sintonia con otros
trabajos***.

Consideraciones finales

Con el presente modelo experimental se encuentra beneficio en la profilaxis y
tratamiento a corto plazo, aunque se deberian ensayar pautas de administracion a largo

plazo en modelos equiparables para que pudiese decirse que son clinicamente eficaces.

Los tratamientos utilizados son evidencias indirectas de la implicacion de las especies
reactivas del oxigeno y del oxido nitrico en la lesidn por isquemia/reperfusion del
intestino delgado de rata, tanto si ésta se provoca mediante un procedimiento fisico o
farmacoldgico. El grado en que se deben considerar definitivos, es proporcional a la
especificidad de los farmacos utilizados. La superdxido dismutasa y la catalasa son muy
especificos en eliminar el radical superéxido y el peroxido de hidrogeno
respectivamente. Por tanto, la inhibicion o no de la lesién experimental por uno de estos
agentes es altamente sugestiva que el proceso patologico estd mediado o no, y en que
grado, por la correspondiente especie reactiva del oxigeno. Asimismo, el alopurinol
inhibe especificamente 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 mas discutible. Anteriormente se hizo referencia a la
advertencia de Griffith y Stuehr'® sobre el riesgo de malas interpretaciones con el uso del
L-NAME y demas andlogos estructurales de la L-arginina, debido a que la extension de
la inhibicién es dificil de establecer en sistemas complejos; ninguno de los inhibidores
de la NO sintasa probablemente sea un inhibidor completamente especifico o resistente
al metabolismo de otros productos bioldégicamente activos (el L-NAME y otros ésteres

de la L-arginina ademas son antagonistas del receptor muscarinico).

Este modelo de isquemia/reperfusion en el intestino delgado de rata no presenta apenas
dificultades técnicas dada la particular anatomia del o6rgano, permite la toma de
multiples muestras, y ademas los resultados obtenidos se pueden comparar facilmente
con una gran cantidad de resultados disponibles en la literatura cientifica respecto a este

proceso patologico.

Nuestro modelo de isquemia/reperfusion farmacologica es valido, ya que probamos que
con ¢l se produce una significativa alteracion intestinal en la reperfusién tras la
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isquemia, y que en lineas generales, ésta se previene o agrava de una manera semejante

y proporcional a cuando se utiliza el modelo de isquemia/reperfusion fisica.

El presente modelo de isquemia/reperfusion farmacologica puede ayudar a explicar el
desarrollo y evolucion de patologias que producen vasospasmos intermitentes,
ocasionando reducciones transitorias en la perfusion vascular, que generan especies
reactivas del oxigeno mediante un mecanismo de isquemia/reperfusion: infarto de
miocardio, hemorragia subaracnoidea, fenomeno de Raynaud (pueden producirse
vasospasmos en diferentes lugares: dedos, coronario, gastrointestinal, genitourinario, ...),
insuficiencia renal aguda; diversos procesos patologicos como el choque, traumas o
quemaduras, causan hipoperfusion mesentérica al desviarse la sangre a drganos vitales;
consumo de cocaina y otras sustancias vasoconstrictoras; asi como utilizarse en el
estudio de intervenciones farmacoldgicas destinadas a limitar la alteracion producida tras

la isquemia/reperfusion.

Aunque la lesion isquémica y por reperfusion son fendémenos que se definen bien en los
laboratorios de investigacion, su relevancia en la practica clinica es mas dificil de
definir. Esto se debe principalmente a la dificultad en diferenciar entre la lesion
preexistente debida al periodo de isquemia y el dafio atribuido al proceso de la
reperfusion, y las dudas que pueden surgir respecto a la idoneidad y la consiguiente
extrapolacion de los modelos animales a la enfermedad humana.

Comentar por ultimo la precaucién que se debe tener al interpretar el alcance de las
conclusiones obtenidas y mas concretamente al extrapolarlas a humanos. Aunque con
una alta probabilidad se alcanzarian las mismas, sélo se puede afirmar de manera

categdrica que esto ocurre en nuestra poblacion de ratas Wistar.
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Conclusiones

1. Al igual que en el modelo de isquemia y reperfusion (I/R) fisica, la reperfusion
agrava la lesion isquémica en el modelo I/R farmacologica.

2. Laisquemia de 60 minutos es mas severa en I/R fisica que en I/R farmacologica; y
la reperfusién, en el grupo I/R farmacologica, ademés de ser menos severa, la
maxima alteracion tarda un poco mas en producirse.

3. El alopurinol y la superdxido dismutasa previenen en la misma proporcion, en los
dos modelos de isquemia/reperfusion, el incremento en la permeabilidad vascular y
mucosa, y el dafio tisular tras la reperfusion del intestino isquémico.

4. El tratamiento con catalasa no muestra diferencias estadisticamente significativas
entre los dos modelos experimentales.

5. El tratamiento con L-NAME produce un deterioro significativo de la lesién por
reperfusion en los modelos de I/R fisica e I/R farmacologica, valorandolo tanto
como una mayor liberacion 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 reperfusion, protege en la misma
proporcién la lesion, valorada por los niveles de LDH, en los dos modelos de
isquemia/reperfusion. En el modelo de I/R fisica, todo y que la tendencia es reducir
el aclaramiento de azul de Evans respecto al grupo de referencia I/R fisica sin
tratamiento, de manera global no proporciona una disminucion estadisticamente
significativa. En el modelo de I/R farmacologica, por el contrario, si reduce
significativamente el aclaramiento de azul de Evans durante la reperfusion. A pesar
de estas diferencias, no podemos concluir que dicho comportamiento sea diferente.

7.  Los resultados obtenidos confirman la hipotesis formulada y demuestran que
las especies reactivas derivadas del oxigeno, y el oOxido nitrico, estin
implicados en el proceso de isquemia/reperfusion farmacologica.
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ABREVIATURAS, SIGLAS vy SIMBOLOS

A

a

5-HT
ADN
ADP
AMP
AMPc
ATP
CoQH,
COX

Cr

DE
DHA
D-NAME
EC-SOD
eNOS
ERDON
ET

F

FAD
FADH,
FMN
G-6-PD
GAPDH
GDP

GHK:Cu(Il)

GMPc
GTP

Hb(Fe’")-NO

i.p.

i.v.

I/R

IC 95 %
ICAM-1
ICAM-2
IMP

Angstrom

Probabilidad del error tipo I
S-hidroxitriptamina, serotonina
Acido desoxirribonuclioco
Adenosindifosfato
Adenosinmonofosfato
Adenosinmonofosfato ciclico
Adenosintrifosfato

Forma reducida de la coenzima Q
Ciclooxigenasa

Creatina

Desviacion estandar de la muestra
Deshidroascorbato

N nitro-D-arginina metil éster
Superoxido dismutasa extracelular
NO sintasa endotelial

Especies reactivas derivadas del 6xido nitrico
Endotelina

Distribucion F

Dinucleoétido de flavina y adenina
Dinucleotido de flavina y adenina reducido
Flavin mononucleétido
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
Gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa
Guanosindifosfato
Glicil-L-histidil-L-lisina
Guanosinmonofosfato ciclico
Guanosintrifosfato

Ferro nitrosil hemoglobina
Intraperitoneal

Intravenoso

Isquemia/reperfusion

Intervalo de confianza del 95 %
Molécula de adhesion intracelular-1
Molécula de adhesion intracelular-2
Inosinmonofosfato
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iNOS
LDH
L-DMA
L-NAME

mtNOS
NAD"
NADH
NADH-Q
NADPH
NMDA
nNOS
NOS

°C

PAF
pCOz
PCr
PGH,;
PGI,
PM

PPi
PRPP
PSGL-1
r.p.m.
SNO-Hb
SOD

TNFa
TXA,
VCAM-1

NO sintasa inducible
Lacticodeshidrogenasa

N N°-dimetil-L-arginina

N nitro-L-arginina metil éster
Abreviatura de molar

NO sintasa mitocondrial

Nicotinamida adenindinucledtido
Nicotinamida adenindinucledtido reducido
Nicotinamida adenindinucledtido reducido ubiqunona oxidoreductasa
Nicotinamida adenindinucledtido fosfato reducido
N-metil-D-aspartato

NO sintasa neuronal

NO sintasa

Grados centigrados

Probabilidad

Factor activador de las plaquetas
Presion parcial de dioxido de carbono
Fosfocreatina

Prostaglandina H;

Prostaciclina

Peso molecular

Presion parcial de oxigeno

Pirofosfato

5-fosforibosil-1-pirofosfato
Glicoproteina ligando de la P-selectina
Revoluciones por minuto
S-nitrosohemoglobina

Superoxido dismutasa

Distribucidn t de Student

Factor de necrosis tumoral alfa
Tromboxano A,

Molécula vascular de adhesion celular-1

NOMENCLATURA QUIMICA

1

0,
‘OH
Cl

Oxigeno singlete
Radical hidroxilo o mondxido de hidrégeno
Simbolo quimico del cloro
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Abreviaciones

CO;°
Cu
Fe

H,0
HzOz
HCO3_
HNO,
HOZ.
HOCI
Mg

NO~
NO*
NO*
NO,
NO,*
NO,"
NOs
NO,

0,

0, d

OH
ONOO
ONOOH
ONOOCO;
P;

RNH,
RNHCI
RO’
ROO’

ROONO y
RONO

Zn

Radical carbonato

Simbolo quimico del cobre
Simbolo quimico del hierro
Simbolo quimico del hidrégeno

Agua

Peroxido de hidrégeno

Bicarbonato

Acido nitroso

Radical hidroperoxilo o dioxido de hidrogeno
Acido hipocloroso

Simbolo quimico del magnesio

Simbolo quimico del manganeso

Nitroxilo u oxonitrato(1-)

Oxido nitrico o monéxido de nitrégeno
Nitrosonio o nitrosilo

Nitrito o dioxonitrato(1-)

Dioxido de nitrogeno

Ton nitronio

Nitrato o trioxonitrato(1-)

Especies reactivas del ¢xido nitrico derivadas de su oxidacion por el

oxigeno molecular
Oxigeno molecular
Radical superoxido o dioxido(1-)

Ton hidroxilo

Peroxinitrito u oxoperoxonitrato(1—)
Acido peroxinitroso

Anidn nitrosoperoxocarbonato
Ortofosfato, fésforo inorganico
Aminas primarias

N-cloraminas

Radical alcoxilo
Radical peroxilo

Peroxinitritos organicos especies no radicales derivadas del nitrogeno

Simbolo quimico del cinc



