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RESUMEN

INTRODUCCION:

Se trata de un estudio experimetnal en ratas en donde se evalta la
efectividad del diclofenaco y el naproxeno , ambos inhibidores de la
ciclooxigenasa, durante la lesion de isquemia-reperfusion intestinal, producida
por la oclusion de la arteria mesentérica superior durante una hora seguida de
reperfusion, observando el grado de lesion en el estudio histopatolégico.

METODOLOGIA:

Se emplearon 100 ratas Wistar machos con un peso de entre 250 y
300 gr., las cuales fueron anestesiadas con Ketamina y Xilacina. Una vez
anestesiado el animal, se aborda cavidad abdominal y se realiza pinzamiento de
la arteria mesentérica superior, produciendo isquemia de dicho vaso durante 60
minutos. Se tomaron muestras de sangre de la vena cava inferior antes de la
isquemia y después de la reperfusion, y se efectuaron determinaciones de acido
lactico y deshidrogenasa lactica. Los mediamentos a estudiar fueron:
Naproxeno y Diclofenaco, que fueron adminstradas por via intramuscular. Los
animales fueron distribuidos de la siguiente manera para probar los
medicamentos en estudio: el grupo I ¢ control recibieron inicamente liquidos,
los grupos del I al IV recibieron naproxeno; los grupos del V al VII a los que
se les administro diclofenaco, se mantuvo a los animales en observacion por 72
hrs. Al final del periodo de observacion fueron sacrificadas y se envid el
intestino a estudio histopatoldgico.

RESULTADOS:

Se evidencia con respecto a los hallazgos histopatologicos se
observo que el grupo manejado con naproxeno antes de la isquemia y después
de la reperfusion, que existe menor frecuencia de presentacion de necrosis con
diferencia estadisticamente significativa. Con respecto a los estudios de
laboratorio realizados se observa un incremento uniforme tanto de la
deshidrogenasa lactica como del acido lactico.

CONCLUSIONES:

La administracion de naproxeno antes de la isquemia intestinal y
posterior a la reperfusion, se asoci6 a un porcentaje menor de presentacion de
necrosis en los animales de estudio. El empleo de diclofenaco no evitd la
presentacion de dano intestinalen la lesion de isquemia-reperfusion en este
modelo experimental. '



INTRODUCCION

La lesion intestinal inducida por isquemia se relaciona de manera
inversa con el flujo sanguineo(l). La lesién isquémica de la mucosa
intestinal se produce cuando el tejido se ve privado de oxigeno y otros
nutrimentos necesarios para conservar el metabolismo y la integridad
" celulares. La reduccion del flujo sanguineo hacia el intestino puede
manifestar inadecuada perfusion tisular, tal como sucede en el estado de
chogue, la insuficiencia cardiaca, o ser resultado de cambios morfolégicos
funcionales locales de los vasos esplacnicos. Estrechamiento de los vasos
mesentéricos principales, émbolos ateromatosos focales, vasculitis, y
vasoconstriccion mesentérica  que pueden producir una circulacién
insuficiente a nivel celular. Cualquiera que sea la causa, los resultados de la
isquemia intestinal son los mismos: un espectro de lesion que varia entre
transtornos funcionales totalmente reversibles hasta necrosis hemorragica
transmural del intestino (22).

Diversos factores contribuyen a la lesion isquémica del intestino,
entre ellos el estado de circulacién colateral, extension del flujo sanguineo
colateral, reaccion de los vasos mesentéricos a los estimulos vegetativos,
sustancias vasoactivas circulantes, factores humorales locales y productos
normales y anormales del metabolismo celular antes y después de la
reperfusion del segmento isquémico (22).

El intestino esta protegido contra la isquemia en gran medida por su
circulacion colateral abundante. Son muchas las comunicaciones entre los
lechos celiaco y mesentérico superior e inferior y por lo menos , deben de
transtornarse dos de estos vasos para que ocuita isquemia intestinal
sintomética. Dentro de la pared intestinal existe una red de vasos
submucosos comunicantes que pueden conservar la viabilidad de segmentos
cortos del intestino cuando se ha perdido el riego arterial extramural. En
general, el flujo sanguineo intramural de la isquemia regional se redistribuye
para favorecer a la mucosa , en especial la porcion superficial de ésta (2,3).

Desde el punto de vista experimental, la oclusion de la arteria
mesentérica superior va seguida, al menos de manera transitoria, por un
incremento de los flujos arteriales celiaco y mesentérico inferior (4).
Prosigue el flujo sanguineo incrementado a través de esta circulacion



colateral en tanto se conserve por debajo de la presnon‘gcnc‘:_ral la.qu

pehgro la viabilidad del intestino.

Es notable el grado de reduccion del ﬂUJO sangumeo que puede tolerar
el intestino sin lesionarse. So6lo la quinta parte de los capilares mesentéricos
esta abierta en un momento determinado, y la ¢aptacion de oxigeno ocurre
solo en estos capilares abiertos, es posible conservar claramente el consumo
normal de oxigeno con s6lo 20 a 25% del flujo sanguineo normal. Cuando se
reduce el flujo sanguineo intestinal se incrementa la extraccion de oxigeno,
lo que permite un consumo bastante constante de éste bajo fhijos sanguineos
de limites muy amplios,  °

Existe una red muy extensa de vasos dentro de la pared intestinal que
se originan en los vasos rectos y los vasos cortos del borde mesentérico del
intestino. Estos vasos dan origen, de manera sucesiva, al plexo vascular
muscular externo, desde el cual penetran por la capa muscular y forman un
plexo submucoso rico. El flujo a través de este sistema se encuentra
controlado por una red de vasos de resistencia y capilares, que a su vez se
ven afectados por influencias funcionales, humorales, locales y neurales.

En particular , la estimulacién de las fibras adrenérgicas aferentes
hace que estas descarguen noradrenalina desde las sinapsis nerviosas que
inervan al misculo liso de los vasos precapilares de resistencia. La
reduccion del fluyjo sanguinco se acompafia de vasoconstriccion
desproporcionada en los lechos venosos poscapilares que transtorna el
funcionamiento de los vasos de capacitancia (4). En plazo de minutos
después de la vasoconstriccion inicial, el flujo sanguineo se incrementa a
niveles casi normales (escape autorregulatorio), (22).

Entre los péptidos vasoconstrictores importantes estan angiotensina I
y vasopresina. La vasopresina se descarga como resultado de hipotension:
general, y si la tltima es resultado de isquemia mesentérica, la vasopresina
puede exacerbar la vasoconstriccion en los vasos esplacnicos., en modélo
experimental se ha demostrado la vasoconstriccion  preferencial de los
segmentos isquémicos del intestino por la vasopresina (5). Se observa-
vasoconstriccion de los vasos esplacnicos a la angiotensina II, y debido
probablemente al mayor nimero de receptores de angiotensina Il en el
musculo liso vascular esplacnico (6). En un modelo experimental deé -



isquemia mesentérica no oclusiva, se reproduce el efecto de vasoespasmo
posterior a la administracion de angiotensina II directamente en los vasos
mesentéricos. Ademas, la lesion intestinal histologica se parece a la que se
observa en caso de isquemia mesentérica oclusiva (7).

Aunque muchos metabolitos del acido araquidénico producen
vasodilatacion espldcnica, generan vasoconstriccion fas prostaglandinas
PGF2, PGB2 y PGD?2; los leucotrienos C4 y D4 y algunos analogos del
tromboxano (5). El bloqueo de la sintesis de prostaglandinas con aspirina,
indometacina, meclofenamato o diclofenaco producen disminucion de los
niveles del flujo esplacnico en reposo, lo que sugiere que desempeiian una
funcion para conservar el tono vasodilatador uno o mas de los metabolitos
del acido araquidonico. Estos factores locales que se relacionan con la
isquemia tienen un efecto vasodilatador potente sobre los vasos intestinales,
que incrementan a su vez la permeabilidad vascular del intestino por
isquemia y reperfusion , la acumulacion de liquido en la pared y la luz
intestinales puede producir distension, que impediran también el flujo
sanguineo, sobre todo cuando disminuye la presion de perfusion
mesentérica, como sucede en caso de isquemia mesentérica oclusiva (8).

Las prostaglandinas tienen un efecto variable, dependiendo det tipo de
PG y del drgano donde estén actuando. En 1978, Barry realizé6 un
experitnento en perros encontrando que la PGD2 y la PGF2 alfa causan
vasoconstriccion en el lecho vascular intestinal, mientras que el 4cido
araquiddnico, PGI2 y PGE2 reducen la resistencia vascular en este lecho
(14). En 1989, Tibor Mozes es un estudio experimental en perros encontré
que la PGF?2 alfa al ser administrada en el shock inducido por oclusion de la
arteria mesentérica superior produjo hipotensién y que un agente inhibidor
de la ciclooxigenasa ateniio la magnitud de la hipotension postoclusién y
previno completamente la produccion de PGF2 alfa (15).

La disminucion del flujo en la arteria mesentérica superior produce al
principio reacciones vasculares locales que tienden a conservar el flujo
sanguineo intestinal, pero si se prolonga la disminucién del flujo, sobreviene
vasoconstriccion activa, que puede persistir incluso después que se haya
corregido la causa primaria del decremento del flujo. Se ha descrito el
fenomeno de vasoconstriccion persistente después de la oclusién de la
arteria mesentérica por embolia o trombosis(9).

La isquemia intestinal induce un espectro del lesién, desde cambios
sutiles de la permeabilidad capilar hasta necrosis transmural. Existen



‘basicamente dos factores separados causantes de la lesion subsecuente. La
hipoxia es la lesion inicial, y va seguida por lesion por reperfusién cuando se
establece cierto grado de flujo (22).

Es innegable que se requiere restablecer el flujo sanguineo para
rescatar los tejidos isquémicos, puesto que esto permite tanto regeneracion
de la carga celular como eliminacion de los metabolitos téxicos. Sin
embargo, la reperfusion de los tejidos isquémicos produce también una
sucesion de acontecimientos que, de manera paradojica, los lesionan.

Parks y Granger han sefalado la lesion refativamente pequefla de
mucosa intestinal durante el periodo isquémico, en la mayor parte de los
casos durante la reperfusion. La lesion observada después de tres horas de
isquemia (reduccion del flujo sanguineo a 20% de lo normal) y después de
una hora de reperfusion es mas grave que la observada después de cuatro
horas de isquemia (16).

La lesion por reperfusion puede encontrarse mediada, al menos en
parte, por formacion de metabolitos reactivos del oxigeno. El oxigeno
molecular puede aceptar en total cuatro electrones para formar agua; sin
embargo, se puede reducir en pasos univalentes para penerar tres especies
oxidantes. La reduccion univalente del oxigeno produce el anién radical
superoxido®(02-). La toxicidad celular que acompaila al superdxido suele
atribuirse a su funcién como precursor de especies mas reactivas de
oxigeno. El peroxido de hidrogeno (H202) se produce como resultado de la
reduccién bivalente de 02- o dismutacion det O2-. La dismutacion
espontanea del O2- prosigue con rapidez en solucion acuosa; por tanto, la
produccion de O2- in vivo se acompafia de manera inalterable de produccion
de H202. La tercera especie de radical que se deriva del oxigeno molecular
es el radical hidroxilo (OH), que se forma por interaccion del 02- 'y el H202
(reaccion de Haber-Weiss), y €s un agente oxidante potente (22).

El resultado de la formacion del radical de oxigeno es dafiino para una
serie completa de biomoléculas que se encuentran en los tejidos, entre ellas
acidos nucleicos, liquidos de membrana, enzimas y receptores (17). Los
acidos grasos poliinsaturadosque se encuentran en la membrana son muy
accesibles al ataque del OH en un proceso que da por resultado
peroxidacion de lipidos. La peroxidacion de lipidos de los lipidos de la
membrana puede alterar Ja fluidez de la misma y Ia distribucion celular en
compartimientos, lo que dard como consecuencia lisis celular. por tanto, Ia
peroxidacion de los lipidos y la lesion de las proteinas iniciadas por el



. radlcal de oxlgeno puede contnbulr al lranstomo de la funcién y a la
_.necrosis celulares que acompaiian a la reperfusion de los tejidos isquémicos

(7).

La Xantinooxidasa es la enzima limitadora de la magnitud de Ia
degradacion del acido nucleico, por medio de la cual todas las purinas se
destinan a la oxidacién terminal. La xantinooxidasa (XO) tiene la capacidad
de generar H202 y O2 durante la oxidacién de hipoxantina a xantina. La
actividad de la xantinooxidasa se encuentra casi exclusivamente en la capa
mucosa, con un gradiente creciente de actividad desde la base de la
vellosidad hasta la punta de ésta (30). El intestino como una fuente rica de la
enzima xantinooxidasa productora de radicales de oxigeno, se ha prestado
mucha atencion a valorar la funcidn de esta enzima en la lesion intestinal por
reperfusion (19,30). Se han empleado con amplitud los inhibidores de la
xantinooxidasa, alopurinol, y oxipurinol, para valorar la contribucion de esta
enzima. Todos los inhibidores atenian de manera impresionante tanto la
necrosis celular epitelial como el incremento de la permeabilidad
microvascular observados después de la reperfusion del intestino isquémico,
lo que sugiere que la xantinooxidasa es un productora importante de
oxidantes después de la reperfusion (20).

Otro productor potencial de metabolitos reactivos del oxigeno en los
tejidos postisquémicos es el leucocito polimorfonuclear (neutrofilo). Los
neutréfilos contienen una NAPDH oxidasa que reduce el oxigeno molecular
hasta el anion superoxido. Los neutrdfilos activados secretan también la
enzima mieloperoxidasa (MPO), que cataliza la formacién de d4cido
hipocloroso (HOCI) a partir del H202 y de iones cloruro. El &cido
hipocloroso es un agente oxidante y clorante potente, aproximadamente 100
veces tan reactivo como el H202 (18).

Grisham ha explicado la influencia de la isquemia y la reperfusién
sobre los flujos de neutrofilos en 1a mucosa intestinal del gato por medio de
actividad de mieloperoxidasa relacionada con los tejidos. Se observd un
incremento de cinco a siete veces de la actividad enzimatica de la mucosa
durante el periodo isquémico, en tanto.que en la reperfusion produjo una
intensificacion de la actividad de 18 veces (21). Se ha postulado que los
oxidantes derivados de la xantinooxidasa, producidos en las células
epiteliales y endoteliales, inician la produccién y la descarga de agentes
proinflamatorios, que atraen a continuacién a los neutrdfilos y los
activan.(22). Los neutrofilos activados pueden descargar también diversas -
cnzimas (elastasa, colagenasa) que lesionen las células parenquimatosas y la



microvasculatura. Los neutréfilos son los mediadores primarios de los
incrementos de la permeabilidad microvascular inducidos por reperfusion, y
la adherencia de los neutrdfilos al endotelio microvascular es un componente
esencial de la lesion por reperfusion mediada por neutréfilos (23).

Los oxidantes entran en interaccion con las membranas celulares
endoteliales para activar la fosfolipasa A2 y, en consecuencia, produzcan
formacién sustancias quimioticticas poderosas como el leucotricno B4
(LTB4) y el factor activador de plaquetas (PAF), (41).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Son muiltiples fas causas de isquemia intestinal. Puede
presentarse tanto en una hernia inguinal incarcerada, como en un carcinoma,
angeitis (Tuberculosis, sifilis, ascaridiasis), problemas degenerativos
(arterioesclerosis, diabetes mellitus), obstruccion intestinal, Lupus
eritematoso, dermatomiositis. La causa mas frecuente de isquemia intestinal
aguda es la oclusién de la arteria mesentérica superior por embolia o
trombosis (ateroesclerosis).

Tenemos dgs mecanismos fisiopatologicos importantes
mediante los cuales se produce el dailo intestinal en Ia isquemia mesentérica:
La hipoxia durante ¢l periodo de isquemia y la generacion de radicales libres
seguida a la isquemia-reperfusion. En otros 6rganos como pulmén e higado,
se ha reconocido la importancia fisiopatologica de un tercer factor: La
producccion de PG, en particular TXA2 y PGI2. Esta altima se produce en
los vasos sanguineos. En un estudio realizado en rata, en el cual se somete a
isquemia el higado de rata siendo tratadas con diclofenaco sédico, y se
concluye que el diclofenaco sodico puede suprimir la lesién causada por
isquemia-reperfusion a través de la inhibicion de la produccion de
superoxido en los fagocitos activados, lo que detiene la induccion y
progresion del evento oxidative(10). En otro estudio, se compara el efecto
citoprotector del diclofenaco sodico con los antioxidantes convencionales
(lodoxamida, - deferoxamina, dimetilsulfoxida), el cual resulté ser. mayor a
estos, pero no se atenia la lesion intestinal al prevenir la migracién de
neutrofilos en el intestino lesionado(11).Sin embargo, seria importante
determinar si el diclofenaco protege en la isquemia mesentérica teniendo en
cuenta el efecto global de la hipotensién y la isquemia-reperfusion y
valorando el dailo histopatoldgico directamente. :

El dafio a la mucosa y a la pared intestinal varia en severidad desde el
aumento de la penmeabilidad capilar hasta ¢l infarto transmural, lo cual
depende de la intensidad y duracion de la isquemia. El aumento de la
permeabilidad vascular capilar por isquemia de poca intensidad o duracién
es abdlida por el uso de terapia antiradicales libres en animales. En el gato,
en periodos de isquemia intestinal de 2 a 3 hrs. de duracién , se evidencia
dafio a las vellosidades intestinales, dafio que se acentia con la reperfusion,
el cudl puede ser prevenido con la terapia antiradicales libres (12).



Asi como las prostaglandinas son un factor fisiopatologico importante
en la isquemia-reperfusién en higado y pulmén, como se ha demostrado en
animales (7), también podria ser factor importante en la fisiopatologia de la
isquemia mesentérica, el cual podria ser prevenido con la administracion de
diclofenaco.

El diclofenaco, un agente antiinflamatorio no esteroideo, inhibidor de
la ciclooxigenasa, y su potencia es sustancialmente mayor que la de la
indometacina, o naproxeno. Ademas, el diclofenaco parece reducir las
concentraciones intracelulares de araquidonato libre en los leucocitos,
probablemente por la captacion del acido graso (13). El diclofenaco
disminuye directamente los niveles de hidroperoxido, el cual es el lipido
funcional mas importante en la membrana hepatocelular, y sus niveles
séricos reflejan el grado de daiio hepiético  debido al proceso de isquemia-
reperfusion (10).

El naproxeno, derivado del acido propionico, inhibidor de Ia
ciclooxigenasa, con efecto benéfico en la disminucion de TXA2 y PGI2.
Teniendo un lmportame efecto inhibidor a nivel de la migracién leucocitaria

(13)

El uso de diclofenaco y naproxeno fueron estudiados en ¢l manejo de
la isquemia-reperfusion intestinal en ratas para evaluar su utilidad en dicho
- proceso patologico.

JUSTIFICACION

La isquemia mesentérica es una patologia la cuil afecta’
" principalmente a la poblacién adulta con ateroesclerosis o pacientes quienes
cursan con bajo gasto, insuficiencia cardiaca o pacientes digitalizados. Es
responsable de muchos eventos de abdomen agudo, la morbimortalidad es
importante y secuelas como el sindrome de intestino corto implican
complejos y costosos manejos médicos o quinirgicos.

Los estudios experimentales en animales son basicos como.
antecedentes de trabajos futuros de aplicacion clinica en el hombre, sm
someter a este iltimo a modelos experimentales no éticos.
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Es - importante considerar los mecanismos fisiopatoldgicos
involucrados en la isquemia-reperfusién y el uso de medicamentos para
prevenir o atenuar el dafio por isquemia-reperfusion, los cuales tendrian
muchas aplicaciones clinica: isquemia mesentérica, transplante de 6rganos,
en el mancjo de hernias incarceradas, como protectores de anastomosis
intestinales. ’

DISENO

Se trata de un estudio longitudinal, prospectivo, experimental.

HIPOTESIS

1. El tratamiento farmacoldgico con diclofenaco y naproxeno disminuye el
dafio histopatoldgico en el intestino de la rata, ocasionado por isquemia-
reperfusion inducida por oclusion de la arteria mesentérica superior.

2, E! tratamiento farmacolégico con diclofenaco y naproxeno disminuye la
* morbimortalidad en ratas sometidas a isquemia-reperfusion por oclusion
de Ia arteria mesentérica superior.

OBJETIVOS

. Elaborar un modelo experimental en ratas, para estudiar la utilidad del
diclofenaco y naproxeno como protectores de la isquemia-reperfusion
- intestinal.

2. Sentar antecedentes para la elaboracion de nuevos trabajos de
investigacion sobre el uso de medicamentos como protectores de tejidos
en la isquemia-reperfusion en humanos, ya sea a nivel de transplantes,
obstruccion intestinal, anastomosis intestinales.



METODOLOGIA

1. POBLACION Y MUESTRA:
Ratas tnacho raza Wistar entre 250 y 300 gr de peso.

2, CRITERIOS:
o Inclusion:

Ratas raza Wistar del bioterio det Hospital General de México, sometidas
al mismo tiempo de ciclo luz-oscuridad, el mismo tipo de alimentacion a
libre demanda, las cuales estén en buen estado de salud y presenten un peso
entre 250 y 300 gramos.

¢ Exclusién:

Ratas de otra raza, o con patologia presente.

¢ Eliminacion:

Ratas que fallezcan durante la mducclon de la- aneslcsna 6 en el

procedimiento quinirgico.

3. DEFINICION DE LAS VARIABLES:
PARAMETROS HISTOLOGICOS:

o Infiltrado inflamatorio.
e Hemorragia.
* Necrosis.

MEDICAMENTOS:

1. Tipo de medicamentos:
o Sin medicamento
¢ Naproxeno.
o Diclofenaco.

2. Dosis de medicamentos:
e Naproxeno: 10 mg/kg.
¢ Diclofenaco: 10 mg/ks.



OTRAS VARIABLES:
Duracion de la isquemia y duracnon de la reperfusion:
Seran constantes: Una hora de isquemia seguida de 72 hrs de !
reperfusion, .
Momento de la administracion de los medicamentos:
¢ 30 minutos antes de iniciar la isquemia.
* 30 minutos antes de iniciar la reperfusion.

4. PROCEDIMIENTO:

Se trabajaron 7 grupos de 10 ratas en cada grupo de estudio como se
ilustra en la tabla 1. Con ratas de 250 a 300 gr. de peso, se us6 ketamina
100 mg/kg y Xylazine 13 mgkg ambos por via intramuscular como
anestésicos. Bajo técnicas de asepsia se realizo una incision en la linea
media, se identifico la arteria mesentérica superior, la cual se diseco y pinzo
con un microclip vascular durante una hora, se tuvo particular cuidado para
evitar ¢l pinzamiento de la vena mesentérica para evitar congestion venosa
espldcnica. Se tomaron muestras de sangre de la vena cava inferior antes de
producir isquemia e inmediatamente después de la reperfusion, con éstas
muestras se realizaron determinaciones de acido ldctico y deshidrogenasa
actica. El volumen de sangre que se extrajo por rata fue aproximadamente
de 2.5 ml. Se mantuvieron hidratados los animales durante el periodo de
isquemia administrando solucién Ringer con 15 ml/kg/hr. Después fue
liberado el microclip y se procedié a suturar la pared abdominal de a rata.
Se mantuvo a los animales en observacién por 72 hrs., para registrar la
sobrevida acumulada. Al final del periodo de observacién se sacrificaron por
sobredosis de anestésico y se envid el intestino a estudio histopatologico.

El grupo I fué considerado el grupo control, en el cuil solo se
mantuvo la hidratacion de los animales, en los grupos II, IIl. y IV se
administré naproxeno 10 mg/kg/dosis por via intramuscular, en los grupos
V, VI, y VII se administré diclofenaco a dosis de 10 mg/kg/dosis por via
intramiscular. Administrando las dosis cada 12 hrs. hasta el sacrificio o
fallecimiento del animal de investigacion, las ratas fieron asignadas
aleatoriamente a los diferentes grupos de estudio.



‘ TABLA |
~ GRUPOS DEL MODELO EXPERIMENTAL

GRUPO No. DE PROCEDIMIENTO
ANIMALES
I 10 Hidratacion-+sin medicamentos
1 10 Hidratacion+Naproxeno 30 min.
Jlantes de la isquemia.

1 10 Hidratacion+Naproxeno- 30 min.
después de la reperfusion.

v 10 Hidratacion+Naproxeno 30  min,
antes de la isquemia y después de la
reperfusion.

v 10 Hidratacion+Diclofenaco 30 min.
antes de la isquemia,

Vi 10 Hidratacion+Diclofenaco 30 min.
después de Ia reperfusion.

vl 10 Hidratacion+Diclofenaco 30 min.
antes de la isquemia y después de la
reperfusion.

Los datos fueron registrados y se realizo analisis estadistico utilizando
la prueba de analisis de varianza de Kruskal-Wallis para los cambios
producidos en la concentracion de acido lactico y deshidrogenasa lactica
preisquémica y posreperfusion, y la prueba de fischer para la valoracion de
los hallazgos histopatologicos, se considerd valor estadisticamente
significativo cuando el valor de p<0.05.

RESULTADOS

En relacion a los hallazgos histopatolégicos se encontré que el grupo

- IV, manejado con naproxeno antes de la isquemia y después de la
reperfusion, se evidencia menor frecuencia de presentacion de necrosis, con
diferencia estadisticamente significativa, p<0.04 al comparado con el grupo
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control, En los grupos de estudio restantes, no se observa en los hallazgos
histopatolégicos diferencia estadisticamente significativa al compararlos con
¢l grupo control.

De los estudios de laboratorio realizados, observamos un incremento
uniforme después de la reperfusion, existiendo en el caso de la
deshidrogenasa lictica diferencia estadisticamente significativa en los
grupos 111, IV, V y VI, y en el caso del acido lactico se observa dicha
significancia en el grupo II. En los otros grupos estudiados a pesar de
observarse incremento de la deshidrogenasa lactica y acido lactico después
de la reperfusién, no existi6 diferencia estadisticamente significativa entre
las determinaciones preisquemia y posreperfusion. Al comparar el grupo
control, con los otros grupos de estudio, no hay diferencia estadisticamente
significativa con las determinaciones de laboratorio previas a la isquemia y
_posterior a la reperfusién.

En la figura 1 y 2 se muestran los resultados obtenidos en las
determinaciones de deshidrogenasa lactica preisquemia y posreperfusion, y
en la figura 3 y 4 se aprecian los hallazgos en las determinaciones de acido
lactico.”

DISCUSION

En este trabajo se demostro la utilidad del naproxeno durante la lesion
de isquemia-reperfusion de intestino delgado. Sin evidenciarse el efecto
protector del diclofenaco en la misma lesion.

La lesion isquémica ocurre cuando los tejidos son privados de
oxigeno y otros nutrientes necesarios para mantener el funcionamiento
celular adecuado. Cuando existe una reduccion parcial en el flujo sanguineo
no se produce lesion celular morfoldgica, como es evidenciado por el hecho
de que incluso una disminucién del 75% del flujo sanguineo a la mucosa
intestinal es tolerada sin dafio (24). Sin embargo, si existe una obstruccién
total del flujo sanguineo. ¢ésta condiciona diferentes grados de lesién (25), en
este proceso, la intensidad del dafio se relaciona con la duracién de la
isquemia (26). El grado de lesion celular también depende del tejido
afectado; asi, el tejido comeo, la piel y los misculos son mucho mas
. tolerables a la isquemia, que érganos como el intestino, el cerebro o el
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corazén (27). Esta variabilidad es en parte debida a una mayor actividad
metabdlica y, consecuentemente, a una mayor demanda de oxigeno. Por otra
parte el tejido muscular tiene una reserva de energia en forma de
creatinfosfato que nos sc encuentra presente en otros tejidos. En ausencia de
oxigeno y otros nutrientes, al reducirse a niveles criticos la formacion de
adenosintrifosfato (ATP), se produce inicialmente una reduccion en el
funcionamiento de la bomba de sodio-potasio, lo cual condiciona alteracién
en el potencial transmembrana y como consecuencia, el ingreso de calcio
(Ca++), sodio (Na+) y agua al espacio intracelular. Al prolongarse la
isquemia se produce daiio a los organelos celulares'y a la integridad de la
membrana celular, acentuandose el edema de la célula y condicionandose la
liberacion de enzimas lisosomales, hasta producirse muerte celular (28).

El daiio por reperfusion se define como la lesion resultante del
restablecimiento del flujo - sanguinco y oxigeno a tejidos previamente
isquémicos o anoxicos (29).Durante esta situacion se liberan una gran
multitud de substancias, como radicales libres de oxigeno, interleucinas,
eicosanoides y proteasas, las cuales pueden producir también diferente
grado de dafio e incluso muerte celular (30). La generacion de radicales
libres de oxigeno se realiza principalmente a través de la enzima xantina
oxidasa (31,32), asi como de los neutrofilos y células de Kupffer mediante la
enzima mieloperoxidasa (33,34). Durante la isquemia el ATP es degradado a
sus bases puricas, inosina e hipoxantina; normalmente el exceso de
hipoxantina es convertido a xantina y fundamentalmente a &cido trico por
medio de la enzima xantina deshidrogenasa. Durante la isquemia, cuando
ocurre el ingreso de calcio, sé activan proteasas celulares; una de éstas
convierte irreversiblemente la xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa
(35,36). Durante la oxidacion de hipoxantina a xantina, la xantina oxidasa
utiliza O2 en lugar de NAD+ como aceptor de electrones, generando el
radical superoxido (O2-) durante la reperfusion (37). Este radical superdxido
secundariamente genera radical hidroxilo (OH) mediante la reaccion de
Haber-Weiss, que requiere de hierro como catalizador (38), 6 a través de la
reaccion de Fenton (39). Se considera que el intestino delgado es la via mas
importante de produccion de radicales libres de oxigeno, ya que es el érgano
que tiene la mayor concentracion de dicha enzima. Sin embargo, los
neutrofilos y las céluals de Kupfier son otra fuente importante para su
produccion. El sistema oxidativo localizado en la membrana celular
normalmente se encuentra inactivo, pero puede ser activado- por diferentes
mecanismos, como por bacterias o citoquinas, este sistema cataliza la
reduccion de oxigeno a radical superoxido y perdxido de hidrogeno (23,40).
Dichos radicales libres de oxigeno producen dafio celular, principalmente
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por lipoperoxidacién. El dafio celular ocasionado por este mecanisino puede
ir desde un aumento en la permeabilidad de la membrana celular hasta su
lisis total (42). Por otro lado, los neutréfilos y células de Kupffer pueden
liberar una gran variedad de elementos téxicos aparte de los radicales libres
de oxigeno durante la lesién por I-R, tales como los eicosanoides, el factor
de activacién plaquetaria, las proteasas y citoguinas, o como el factor de
necrosis tumoral, el gamma interferdn y las interleucinas 1, 6 y 8 (43,44).
Cada una de estas substancia tienen mecanismos de daiio diferente. Y en el
presente estudio se considera que el evitar su produccion y liberacion es el
punto fundamental para prevernir el daio celular durante la reperfusion.

Los eicosanoides son productos del acido araquidénico y son
generados por dos vias enzimaticas: a través de la ciclooxigenasa se originan
prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos, y por medio de la
lipooxigenasa se producen leucotrienos (45,46). Entre sus diversas acciones
incrementan la agregacion plaquetaria y la adhesividad y activacion de
neutréfilos (47). Se ha observado que inhibidores de la ciclooxigenasa,
ejercen un efecto protector durante la isquemia-reperfusion, lo que sugiere
que los prostanoides juegan un papel importante en este proceso de lesion
(48).

El factor de activacion plaquetaria es un fosfolipido autacoide con
potente actividad vasoactiva, protrombotica y proinflmatoria, que también
induce la formacion de radicales libres de oxigeno y la liberacion de enzimas
proteoliticas, interleucinas y factor de necrosis tumoral de los leucocitos
(49). :

. Las citoquinas son elaboradas principalmente por los macréfagos y
linfocitos, aunque también son producidas por células endoteliales,
queratinocitos y células parenquimatosas. Ejercen un efecto directo, pero
también pueden activar la liberacion y potenciar la accion de otros
mediadores inflamatorios. El! factor de necrosis tumoral o caquectina, es una
citoquina para la cual existen receptores en una gran variedad de células, en
particular en las del sistema reticuloendotelial. Entre sus multiples acciones
activan células endoteliales, incrementan la actividad procoagulante (50),
aumentan la adhesividad de los leucocitos al endotelio vascular (51),
estimulan la liberacion de interleucinas 1 y 8 (52,53), incrementan la
produccion de radicales libres de oxigeno de los neutrofilos (54), producen
liberacion de leucotrieno 4 (55), favorecen la fagocitosis (56), estimulan la
liberacion de oxido nitrico (57) y favorecen la produccion de fosfolipasa A2
(58), la cual dispara una multitud de reacciones en las que participan
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enzimas proteoliticas, factor de activacién plaquetaria, eicosanoides, y
radicales libres de oxigeno (59). La interleucina | estimula a las células
endoteliales para generar trombina y fibrinogeno (60). La interleucina 8
favorece la migracion de neutrdfilos y su degranulacién (61,62).

El naproxeno demuestra su utilidad durante la lesion por isquemia-
reperfusion. Este es un agente antiinflmatoriio no esteroideo, derivado del
acido propionico, inhibidor de la ciclooxigenasa, evita la migracion y
activacion de los neutrdfilos y disminuye la formacion de radicales libres

(13).

Se ha demostrado el efecto protector de otras drogas antiinflamatorias
no esteroideas como lo es el piroxicam. Donde el piroxicam evita la
migracion y activacion de los neutréfilos durante la reperfusion, aunque su
efecto protector también esta presente durante la isquemia (63). Actualmente
al igual que el naproxeno se desconoce el mecanismo mediante el cual dicha
droga ejerce su efecto protector, y que probablemente su efecto protector
este relacionado con la estabilizacion de la membrana celular; durante la
reperfusion su accion protectora se encuentre relacionada con una reduccion
en el infiltrado leucocitario y con una disminucién en Ia formacién de
‘radicales libres de oxigeno producidos por los neutrdfilos. Seria posible
mejorar el efecto protector de estos agentes, si se combinaran con farmacos
que evitan la producccion de radicales libres de oxigeno a través de la
enzima xantinooxidasa, como el alopurinol, que ya se ha demostrado su
efecto protector en este tipo de dafio.

CONCLUSIONES

I. La administracioén de naproxeno antes de la isquemia intestinal y posterior
a la reperfusién,se asoci® a un porcentaje menor de presentacion de
necrosis en los animales de estudio.

" 2. La presencia de hemorragia e infiltrado inflamatorio no se modifico con la
-administracion de naproxeno y diclofenaco.

3. La aplicacion de naproxeno antes de la isquemia 6 posterior a la
reperfusion no encontraron ningin beneficio en los animales de
investigacion.



4, El empleo de diclofenaco no'evité la presentacion de daiio intestinal en la
lesion de isquemia-reperfusion en éste modelo experimental.

5. La utilizacion de naproxeno y diclofenaco en este nodelo experimental no
modifico las cifras de deshidrogenasa lictica y dcido lactico séricos al ser
comparados con el grupo central.
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FIGURA 1. EVALUACION DE DESHIDROGENASA LACTICA EN LOS
7 GRUPOS DE ESTUDIO PREISQUEMIA ~
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FIGURA 2. EVALUACION DE DESHIDROGENASA LACTICA EN LOS
7 GRUPOS DE ESTUDIO POSTREPERFUSION
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FIGURA 3. EVALUACION DE ACIDO LACTICO EN LOS
7 GRUPOS DE ESTUDIO PREISQUEMIA
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FIGURA 4. EVALUACION DE ACIDO LACTICO EN LOS
7 GRUPOS DE ESTUDIO POSTREPERFUSION
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