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RESUMEN.

Antecedentes. La pacientes con ictericia secundaria a obstruccién biliar extrahepdtica pueden
desarrollar insuficiencia renal aguda después de procedimientos quinirgicos destinados a corregir
la obstruccién biliar, y esto se origina por alteraciones en la reactividad vascular que predisponen
a eventos de hipotensién.

Objetivo. Analizar el papel que desempedan el 6xido nitrico y los metabolitos derivados de!
acido araquiddnico, producidos por el endotelio, en las alteraciones de la reactividad vascular
inducidas por la ictericia secundaria a obstruccién biliar extraheptica, en un modelo
experimental de ligadura de colédoco.

Material y Método. Se formaron 3 grupos de ratas de la cepa Wistar: uno con ligadura de
colédoco, otro control quinirgico y finalmente animales sanos. Para estudiar el papel del
endotelio en la reactividad vascular en cada experimento se utilizé un par de anillos de la misma
aorta, uno con y otro sin endotelio. En los anillos de aorta se analizé la respuesta contrdctil a la
fenilefrina (10°-10° M) y la vasodilatacién inducida por el carbacol (10°-10° M). A su vez, para
evaluar el papel individual de los metabolitos del 4dcido araquiddnico y del éxido nitrico
producidos por el endotelio, los experimentos se efectuaron, en forma secuencial, en ausencia
de indometacina, en presencia de indometacina y finalmente en presencia de indometacina mds
L-NAME.

Resultados. La vasoconstriccién inducida por la fenilefrina fue menor en los anillos adrticos con
endotelio provenientes de animales con ligadura de colédoco; esta disminucién en la respuesta
contrdctil revirtié al administrar L-NAME. La vasodilatacién dependiente del endotelio fue
mayor en los anillos adrticos con endotelio provenientes de animales con ligadura de colédoco.
La administraci6n de indometacina a los anillos aérticos con endotelio, de los 3 grupos de

animales, disminuyd la respuesta contréctil inducida por t:cnilefrina.
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Conclusiones. Los datos sugieren que en los vasos sanguineos de animales con obstruccion biliar
estd incrementada la produccidn basal de 6xido nitrico. Por otro lado, los datos Sugieren que en
los anillos aérticos con endotelio, de ratas de la cepa Wistar, se libera un metabolito derivado

de la via de la ciclcooxigenasa con actividad vasoconstrictora.
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INTRODUCCION,

Desde la primera observacién en 1910 por Clairmont y von Haberer de la asociacién entre
ictericia, ocasionada por obstruccidn biliar (OB), e insuficiencia renal aguda (IRA) después de
procedimientos operatorios destinados a corregir la OB, se han llevado al cabo miiltiples estudios
clinicos que corroboran la asociacién entre estas dos entidades {Dawson 1965, Allison 1979, Pitt
1980, Evans 1982, Cahill 1983, Dixon 1983, Pain 1983, Gubern 1988). La morbimortalidad que
acarrea la IRA postoperatoria en los casos de OB es alta; se ha sefialado que del 60 a 75% de
los pacientes con OB presentan una disminucién considerable en su filtrado glomerular. en tanto
que un promedio de 70 a 80% de los que desarrollan IRA mueren (Wait 1989, Fogarty 1995,
Green 1995); sin embargo, otros han descrito una menor morbimortalidad (Parks 1994).

El mecanismo por el cual la ictericia conduce a la IRA no se ha elucidado. Se han propuesto
miltiples teorfas que intentan explicar su desarrollo, tales como toxicidad de las sales biliares
sobre las células tubulares renales (Panozzo 1995 . Krahenb(hl 1995), alteraciones en el volumen
y composicién de los liquidos corporales (Guillet 1971, Zambranski 1984, Levy 1983), asf como
endotoxemia (Pain 1987, Cahill 1987, Greve 1992}, sin que alguna sea completamente
satisfactoria. De particular interés es que en el examen anatomopatoldgico de los rifiones de
pacientes con OB que desarrollaron insuficiencia renal, se encontraron datos de necrosis tubular
aguda indistinguibles de la observada en pacientes con hipotensién y bajo flujo renal por otras
causas (Dawson 1968). Estos haliazgos han sugerido que la obstruccién de la via biliar, con la
ictericia subsecuente, causa efectos sistémicos (hipotensidn) que disminuyen el flujo sanguineo
renal. A este respecto se ha demostrado, en modelos animales de OB, que existe mayor
probabilidad de hipotensién grave en casos de disminucién moderada del volumen circulante
(Cattel 1967); aunado a lo anterior la funcién cardiaca (inotropismo y cronotropismo) se ha

encotrado deprimida (Binah 1985, Bonzom 1986, Green 1986, Green 1995); ademds se ha
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demostrado que las sales biliares son vasoactivas directamente, provocando vasodilatacién
espldcnica (Pak 1993). Finalmente, hay que sefialar que en modelos experimentales de OB existe
disminucidn en la respuesta a substancias vasoconstrictoras tales como la angiotensina II yla
norepinefrina (Finberger 1981, Bonzom 1978, Bonzom 1985, Bomzon 1986). En lo que respecta
a la hiporreactividad a los vasopresores adrenérgicos, esta puede explicarse debido 2 que la
ictericia causada por OB induce un defecto en la expresién funcional de los receptores
adrenérgicos vasculares a-1, sin modificacién en la actividad de los receptores a-2 (Jacob 1993),

El papel que el endotelio tiene en la regulacién del tono en el miisculo liso vascular ha sido
ampliamente estudiado a partir de que Furchgott y col. lo describieron (Furchgott 1980). Desde
entonces, se ha reportado que existen alteraciones en la vasodilatacién mediada por el endotelio
en diversos padecimientos tales como hipertensién, diabetes mellitus, ¥y particularmente durante
el choque hipovolémico o séptico (Panza 1990, Van de Voorde 1988, Oyama 1988,
Thiemermann 1993, Wang 1994). Se ha fundamentado claramente que el principal mediador de
la vasodilatacién dependiente del endotelio es el oxido nitrico (ON) (Palmer 1987, Ignarro 1988).
Existen 2 vias por las cuales el ON puede ser sintetizado en el endotelio vascular (Figura 1 y 2);
la primera ocurre por las sintetasa de] ON constitutiva (SONc), la cual se expresa en forma
habitual y produce ON en forma continua; la segunda vfa Ia constituye ia sintetasa del ON
inducible (SONi), enzima que solo es producida bajo estimulos espectficos como la presencia de
endotoxinas y citocinas, tales como el factor de necrosis tumoral alfa o0 TNF-o {Moncada 1993,
Bredt 1994, Kuo 1995). Con respecto a esto dltimo, en la OB se ha demostrado que los niveles
séricos de endotoxinas se encuentran elevados (Pain 1987, Cahill 1987, Greve 1992) al igual que
los del TNF-a (Beierle 1996},

Otras sustancias producidas por el endotelio que modifican e! tono del misculo liso vascular
son algunos metabolitos del 4cido araquiddnico (AA), entre los cuales tenemos a la prostaciclina

y los tromboxanos (Figura 3), cuyas alteraciones han sido implicadas en diversos padecimientos
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(Jacobs 1982, Cain 1997, Lai 1997). La OB se encuentra entre las enfermedades en las cuales
existen alteraciones en la sintesis de los metabolitos del AA, ya que se ha demostrado que existe
un incremento en la sintesis de prostaciclinas, particularmente en rifién, tanto en modelos
animales como en humanos con OB (Kahng 1988, Uemura 1989),

Tomando en consideracién que el endotelio libera diversas sustancias moduladoras del tono
vascular en los padecimientos en los cuales existen niveles aumentados de endotoxinas y
citocinas, y debido que hasta el momento no se ha estudiado a fondo el papel que el endotelio
juega en las alteraciones de la reactividad vascular inducidas por la ictericia originada por OB,
en la que se encuentran aumentados los niveles plasméticos de endotoxinas y citocinas, se
propuso un estudio en ratas, con el modelo de ligadurz del conducto colédoco, para estudiar la
reactividad vascular mediante el andlisis de la respuestas vasodilatadoras y vasoconstrictoras

inducidas farmacoldgicamente, en anillos con y sin endotelio de la aorta tordcica.
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MATERIAL Y METODO.,

Animales. Los estudios fueron efectuados en ratas macho de la cepa Wistar, con peso de 250
a 300 gramos, las cuales fueron alojadas en cajas individuales permitiéndoseles el consumo de
alimento y agua ad libitum. La razén para excluir del experimento a ratas hembra, es que ha sido
demostrado por diferentes grupos que los estrégenos incrementan la liberacién basal de ON por
el endotelio vascular (Gisclard 1988, Williams 1992, Paredes-Carbajal 1995).

Se formaron 3 grupos de animales; el primero fue de ratas con ligadura de colédoco (LC), las
cudles fueron sometidas a una laparotomfa media a través de la cual se expuso el ligamento
hepatoduodenal, en donde se identificé el conducto colédoco, el que fue ligado doblemente en
su tercio distal con seda 4-0, segiin la técnica de Takikawa (Takikawa 1996). El grupo control
quinirgico (CQ) también fue sometido a laparotomia en la que se identificé y movilizé el
conducto colédoco, pero sin ligarlo. Finalmente se utilizé un grupo de animales sanos los cuales
no fueron sometidos a ningiin procedimiento quinirgico, grupo control (C). Los animales
sometidos a cirugfa fueron anesiesiados con pentobarbital sédico (28 a 30 mg/kg, 1.p.) y les fue
aplicada una dosis de penicilina benzatinica como antibidtico profildctico (100, 000 UL/kg i.m.)
seguin el protocolo utilizado por Pak (Pak 1993). Tres dfas después del procedimiento quinirgico
los animales fueron utilizados para los experimentos, siguiendo el protocolo de Bonzom (Bonzom
1985, Jacob 1993). En los animales sometidos a cirugfa se registré el peso corporal antes del
procedimiento operatorio y al tercer dia de postoperatorio, justo antes del experimento; ademds,
en el grupo con LC se efectud la medicién del dismetro del colédoco 2 mm por encima de la
ligadura proximal, para corroborar la ausencia de permeabilizacidn del conducto; esta medicién

del didmetro del colédoco también fue efectuada en los grupos CQ y C,

Obtencién y preparacién de los anillos de aorta. Tres dias después de la cirugia los animales
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del grupo LC y del grupo CQ fueron sacrificados mediante dislocacidn cervical, en tanto que los
animales del grupo C fueron sacrificados el dia de su obtencién dei bioterio; todos los animales
fueron decapitados y exsanguinados in tofo, recolectando la sangre, para medir los niveles de
bilirrubinas y fosfatasa alcalina séricas. Inmediatamente después se extrajo la aorta tordcica, que
se pasé a una cdmara de diseccién en donde bajo microscopio se limpié de todo el tejido
conectivo y adiposo circundante, siendo cortada en anillos transversales de 2 mm de longitud;
se tomaron 2 anillos de Ia aorta, uno de ellos con endotelio y otro en el cual se lesiond el
endotelio por friccién suave con un alambre en su cara luminal.

Para cada experimento fue utilizado un par de anillos de la porcién central de 1a misma aorta
(uno con y otro sin endotelio). Cada uno de éstos fue suspendido horizontalmente en la misma
cdmara de érganos (volumen [ ml) entre dos ganchos de acero inoxidable (Figura 4). Uno de los
ganchos estaba fijo a las paredes de la c4mara, en tanto que el otro estaba fijo a un transductor
isométrico de tensién (modelo Grass FT 03). Los anillos fueron continuamente perfundidos (3
ml/min) con solucién de Tyrode (composicién en mM: NaCl 137; KC1 2.7; MgCl 0.69; NaHCO,
1.9; NaH,PO, 0.4; CaCl, 1.8 y glucosa 10; pH 7.4), mantenida 37°C y aereada continuamente
(85% O,y 5% CO,). Los anillos se sometieron a una tensidn de 2 gramos dejdndolos estabilizar
por 50 minutos en la solucién de Tyrode; durante este periodo la tensitn en reposo fue registrada
y si era necesario se reajusté a 2 gramos,

Antes de iniciar los experimentos se explord la respuesta de cada par de anillos a la fenilefrina
y al carbacol. Para ello se cambié la perfusién con una solucién de Tyrode por una solucién de
Tyrode mds fenilefrina (10° M), y después por otra solucidén con fenilefrina (10 M) mds
carbacol (10 M), cada una por 6 minutos. La relajacién inducida por el carbacol en presencia
de la fenilefrina fue tomada como evidencia de la existencia de endotelio intacto, mientras que

1a ausencia de dicha relajacién confirms la ausencia de endotelio funcional.
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Protocolo experimental. Se realizaron tres series de experimentos para analizar los efectos de
la OB sobre las curvas dosis-respuesta a la fenilefrina y carbacol; una serie correspondié al grupo
de ratas C, la segunda al de animales del grupo CQ, y la dltima al de ratas sometidas a LC.
En cada una de las series de experimentos se analizé la respuesta contrdctil, en pares de anillos,
a concentraciones acumuiativas (10° a 10° M) del agonista a-adrenérgico fenilefrina (curva dosis
respuesta a ia fenilefrina). una vez que fue aicanzada la tensién méxima con la concentracién
mayor de fenilefrina, se suspendié la perfusidn con esta solucién y se lavaron los anillos con
solucién de Tyrode por 40 minutos, permitiéndosele retornar de esta manera a la tensién basal,
para después reiniciar la perfusién con una solucién de fenilefrina (10 M) mds dosis crecientes
de carbacol (10° M a 10° M), para obtener la curva dosis- respuesta a este fdrmaco. En cada
serie de experimentos se obtuvieron inicialmente las curvas a fenilefrina y a carbacol sin el
inhibidor de la ciclooxigenasa indometacina, posteriormente se realizaron curvas subsecuentes
€n presencia de indometacina (10° M), para finalmente, concluir con una curva a fenilefrina en
presencia de indometacina (10* M) y del inhibidor competitivo de la sintetasa del ON, el
hidrocloruro del meti! ester de 1a N9-nitro-L-arginina (L-NAME, 100 #M). Inmediatamente antes
de iniciar las curvas dosis-respuesta a fenilefrina o carbacol, en presencia de indometacina o de
indometacina mds L-NAME, los anillos de aorta fueron perfundidos con una solucién de

Tyrodema m4s indometacina o indometacina m4s L-NAME por un peride de 10 minutos.

Andlisis bioqufmico.

En cada grupo de animales fueron medidos los niveles plasmdticos de bilirrubinas (total,
indirecta y directa) con el método modificado de Malloy y Evelyn para el sistema Synchron
CX4CE de Beckman. En tanto que los niveles plasméticos de fosfatasa alcalina fueron
determinados con el método modificado de Besey y Lowry para el sistema Synchron CX4CE de
Beckman.
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Fdrmacos. Todos los formacos utilizados fueron obtenidos de la Sigma Chemical Co (St Louis,
MO USA). La indometacina fue preparada en una solucién de carbonato de sodio al 4%, en tanto
que ¢l hidrocloruro de L-fenilefrina, el carbacol (cloruro de carbamoilcolina) y el hidrocloruro

del metil ester de la NYnitro-L-arginina (L-NAME) fueron disueitos en agua destilada.

Anilisis estadistico de los resultados. Las respuestas contrictiles inducidas por la fenilefrina
s¢ expresaron como incrementos de tensidn, en gramos, por encima de la tensidn basal (2
gramos, impuesta al anillo durante todo el experimento). La relajacién inducida por el carbacol
se expresd como porcentaje de la tensién maxima desarrollada en respuesta a la fenilefrina 10°¢
M que se tomé como el 100%. Todos los datos son expresados como la media mads/menos su
desviacién estandard, y ademds se calculd la dosis efectiva media de los fArmacos (DE,;). El
andlisis estadistico de los valores medios para datos pareados y no pareados fue realizado

mediante la prueba de "t* de student, con un nivel de significancia menor de 0.05.
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RESULTADOS.

Anilisis bioqufmico.
Los niveles séricos de bilirrubinas y de la fosfatasa alcalina fueron substancialmente mayores

en los animales con LC que en los grupos C y CQ (Tabla 1).

TABLA 1

Concentracion sérica de bilirrubinas y fosfatasa alcalina.

C (n=%5) CQ (n=6) LC (n=5)
Bilirrubina total (mg/dl) 0.6 +0.12 0.53 + 0.09 10.54 + 3,14~
Bilirrubina indirecta (mg/dl) 0.46 £ 0.15 0.43 + (.08 4 +1.08
Bilirrubina directa (mg/dl) 0.14 + 0.08 0.11 + 0.04 6.45 + 2.12»
Fosfatasa alcalina (UI/L) 230+ 72 218 4 49 441 + 127+

* P < 0.05 con respecto a los valores correspondientes de los grupos C y CQ.

Didmetro del conducto colédoco.
El didmetro del conducto colédoco fue mayor en los animales sometidos a LC (5.2 + 1.1 mm;

n= 5, P < 0.05) que en los grupos C (0.54 1 0.05 mm; n= 6) y CQ (0.5 + 0.08 mm; n= 5).

Peso.
Los animales del grupo CQ aumentaron en promedio de 5.98 + 4.39 % de peso, en tanto que

los animales del grupo LC presentaron un decremento en promedio de 8.7 + 4.8 % en su peso.
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Curva dosis-respuesta a fenilefrina.

a,- Anillos con endotelio intacto.

La tensién mdxima desarrollada en respuesta a la fenilefrina por los anillos de aorta obtenidos
de animales del grupo LC fue menor que la de los animales de los grupos C y CQ. El andlisis
estadfstico mostré que la diferencia entre los grupos LC y C fue significativa a las dosis de
fenilefrina de 107, 10® y 10° M, y entre los grupos LC y CQ solo a la dosis de 10° M. La
tensién desarrollada por los anillos de los animales del grupo LC a la concentracién mayor de
fenilefrina (tensién méxima) fue de 2.68 + 0.61 8, en tanto que en los anillos de los animales
del grupo C fue de 3.82 + 0.41 g, y en los del grupo CQ de 3.44 + 0.46 g (Tabla 2 y Figura
3).

En presencia de indometacina la tensién desarrollada en respuesta a las dosis crecientes de
fenilefrina por los anillos del grupo C fue menor que en ausencia de la indometacina, esta
diferencia fue significativa a las dosis de 107 y 10° M. La tensién mdxima a la concentracién .
de 10° M fue de 3.51 + 0.37 g Al comparar la respuesta de los anillos de los animales del
grupo LC y C en presencia de indometacina, las diferencias arriba descritas ya no se observaron
a la dosis de 107y 10 M, y solo la tensién méxima del grupo LC fue significativamente menor
que la del grupo C. En lo que respecta a los anillos del grupe CQ, en presencia de indometacina
la tensién maxima disminuy6 en forma significativa de 3.44 + 0.46 g a 2.42 + 0.88 g. siendo
este valor pricticamente igual al observado en los anitlos del grupo LC (Tabla 2 y Figura 6).

En presencia tanto de I-NAME como de indometacina la tensién desarrollada por los anillos
de los animales del grupo LC aumenté marcadamente, de forma tal que en presencia de estos dos
inhibidores ya no se observaron diferencias significativas en las respuestas a ia fenilefrina de los
anillos de! grupo C y LC (Figura 7). Por otro lado, en presencia de L-NAME e indometacina

la curva dosis respuesta a la fenilefrina de los anilios del grupo LC se desvié en forma
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significativa a la izquierda con respecto a la curva observada en presencia unicamente de
indometacina (ver valores de DEg, en la Tabla 2). En los anillos de los animales del grupo C y
CQ en presencia de L-NAME e indometacina aumenté en forma notoria la tensién desarrollada
en respuesta a la fenilefrina en comparacién con la tensién desarrollada en presencia de
indometacina, siendo significativo el aumento de tensién desde la dosis de 107 hasta 10° M de

fenilefrina (Figura 8).

b.- Anillos sin endotelio.

En ausencia de indometacina no se observaron diferencias significativas entre las respuestas a
la fenilefrina de los antllos de los grupo C y LC. Sin embargo, la tensién desarrollada por los
anillos del grupo CQ en respuesta a las dosis de 107 hasta 10° M de fenilefrina fue
significativamente mayor que la de los anillos del grupo LC (Tabla 2 y Figura 9}.

En presencia de indometacina no se observaron diferencias en la tensién desarrollada en
respuesta a las dosis acumulativas de fenilefrina entre los anillos de aorta de los 3 grupos (Figura
10).

En presencia tanto de indometacina como de L-NAME los anillos del grupo LC desarrollaron
una tensién méxima menor que los de los grupos C y CQ (Tabla 2); en comparacién con este

iltimo grupo la respuesta a la concentracién de 10 M fue también menor (Figura 11),
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TABLA 2
Efectos de 1z ictericia secundaria a obstruccion biliar extrahepdtica en la curva dosis-respuesta

a fenilefrina en anillos de aorta tordcica de rata.

Grupo Con Endotelio Sin  Endotelio
DEy, (-log M)  Tensién méx. (g) DE,, (-log M)  Tensién mdx. (g)

Cin=93%

(-) indom 6.99 + 0.12 3.82 + 0.41 7.16 + 0.08 331 £ 0.53
(+) indom  6.28 + 0.04° 3.51 £ 0.37 6.82 + 0.06 3.13 + 0.58
L-NAME e

indom 6.68 + 0.08 4.14 + 0.43 7.0t + 0.08 3.56 + 0.46
CQ(m=¢6

(-) indom 6.93 + 0.18 3.44 4+ 046 7.30 £ 0.13 4.02 + 0.67
(+)indom  6.46 + 0.14 2.42 + 0.88 6.83 + 0.13 335+ 089
L-NAME e

indom 6.60 + 0.04 385+ 050 6.87 + 0.07 3.93 + 0.50
LC(n=235)

(-) indom 6.61 + 0.15 2.68 + 0.61 7.53+0.14 2.72 £ 0.40
(+) indom  6.41 + 0.06 2.46 + 0.57 7.21 £ 0.11 2,72 + 0.42
L-NAME e

indom 7.03 + 0.08’ 33 077 7.30 + 0.07 2.78 + 0.39

* P <0.05 con respecto a los valores correspondientes al resto de los anillos con endotelio del
grupo C; # P <0.05 con respecto a los valores correspondientes al resto de los anilios con
endotelio del grupo LC y a los anillos con endotelio de los grupos C y CQ en presencia de L-

NAME e indometacina; -log M, logaritmo negativo de la concentracién molar; g, gramos.
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Curva dosis-respuesta a carbacol.

Los anillos con endotelio funcional (o intacto) se relajaron en forma dependiente de la dosis en
respuesta al carbacol. En ausencia de indometacina, no se observaron diferencias significativas
en la respuesta de los anillos de los tres grupos, sin embargo, la relajacién de los anillos del
grupo LC fue ligeramente mayor (Tabla 3 y Figura 12). En presencia de indometacina la
respuesta de los anillos del grupo LC a las dosis de 10°, 10* y 107 M de carbacol fue
significativamente mayor que la de los anillos de los otros 2 grupos (Figura 13). En los anillos
del grupo LC la relajacién inducida por el carbacol, en presencia de indometacina, fue mayor
que en ausencia de indometacina, sin embargo, la diferencia solo fue significativa a las dosis de

10° y 10" M (Figura 14).

TABLA 3
Efectos de la ictericia secundaria a obstruccién biliar extrahepdtica en la curva dosis-respuesta

a carbacol en anillos de aorta tordcica con endotelio funcional de rata.

Grupo DE, (-log M) Relajacién mdxima (%)

Ctn=23%

(-) indom 6.33 +£ 0.05 87.6 + 297

{+) indom 6.51 + 0.09 91.8 + 4.76
CQm =96

(-) indom 6.32 + 0.11 B4.5 + 5.43

(+) indom 6.38 + 0.1 89.6 + 5.47
LC (n = 5)

(-) indom 6.45 + 0.04 90.3 + 6.91

(+) indom 6.48 + 0.22 95.4 + 4.77
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DISCUSION.

La IRA postoperatoria que ocurre en los pacientes sometidos a correccién de la OB es un
padecimiento que ha despertado considerable interés desde su descripcién inicial. Las revisiones
que sobre el tema existen coinciden, en general, en afirmar que la incidencia promedio del
padecimiento varia de 6 a 8%, con una mortalidad promedio del 70 a 80% (Wait 1989, Fogarty
1995, Green 1995); sin embargo, como ya se habfa esbozado en la introduccidn, existen
discrepancias con respecto a los datos de morbilidad y mortalidad sefialados. A este respecto es
necesario sefialar la serie de Parks y col. (1994), en donde la incidencia de IRA fue de 0%, en
tanto que la disminucién del filtrado glomerular salo ocurrié en 22% de los pacientes estudiados.
Pitt y col. (1981) por su lado sefialaron una frecuencia de IRA postoperatoria del 38%, con 0%
de mortalidad per esta causa. Los trabajos sefialados son demostrativos de la dificultad existente
para dilucidar la fisiopatologia de la IRA postoperatoria en estudios clnicos, a lo cual podemos
afadir consideraciones éticas que impiden la realizacién de algunos procedimientos. Por lo
anterior, para analizar con mayor exactitud los factores involucrados en la génesis de este
padecimiento, se han desarrollado investigaciones en modelos animales, tanto in vivo como in
vitro, las cuales a pesar de su reproducibilidad y de la posibilidad de controlar las variables de
estudio en forma estricta, también se encuentran asociadas a sesgos, tales como el uso de
anestésicos en los modelos in vivo (Green 1995), y la variabilidad bicldgica en los estudios in
vitro, de los cuales los ejemplos més representativos son los experimentos del grupo de Wait,
que utilizando el mismo modelo de LC y seccién, pero en especies distintas, reportaron hatlazgos
opuestos (Cioffi 1986, Kahng 1988). Sin embargo, a pesar de las dificultades existentes en la
realizacidn e interpretacién de los experimentos en animales, éstos son los modelos de estudio
mis adecuados para intentar analizar las variables responsables de que ocurra la IRA

postoperatoria asociada a OB.
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Como era de esperarse en nuestro experimento los animales con LC mostraron niveles séricos
de bilirrubinas y fosfatasa alcalina mayores a los de los animales C y CQ. Este modelo ha sido
extensamente estudiado por Bomzon y col, (1985), quienes han demostrado que a los 3 dias de
la LC la hiperbilirrubinemia es méxima, sin que existan todavia cambios en la presion portal,
los cuales ocurren a las 2 semanas de la LC (Bomzon 1985, Jacob 1993, Franco 1979). Otra
ventaja de este modelo de LC de 3 dias, es que a pesar de que los animales desarrollan
hiperbilirrubinemia y transaminasemia mdximas, no muestran datos de cirrosis, padecimiento en
el cual se han descrito alteraciones en la reactividad vascular mediada por el endotelio (Claria
1994). Se ha demostrado que el modelo de LC Ileva a una lesién hépética de curso moderado
y menos grave que el de LC y seccién (Trams 1957), lo cual también ha sido corroborado por
otros investigadores en estudios efectuados en el perro (Green 1995). Otros autores han sefialado,
a diferencia de Bomzon y col., que la hiperbilirrubinemia m4xima se observa entre el segundo
¥ quinto dfa posterior a la LC {Green 1995).

El didmetro del colédoco en los animales sometidos a LC fue considerablemente mayor que el
de los grupos control, lo cual demuestra !a ausencia de permeabilidad del conducto biliar comin
en sentido distal a la ligadura con el consiguiente aumento de la presién dentro del 4rbol biliar;
esto ya ha sido previamente demostrado en la rata, en donde se observé que en casos de ligadura
y seccién del colédoco el conducto biliar comdn continua su dilatacién progresivamente, en tanto
que en ¢l modelo de ligadura simple del colédoco, después de 14 a 28 dias, existe la posibilidad
de repermeabilizacién del conducto (Trams 1957). En humanos con colédocolitiasis se sabe que
entre el quinto y séptimo dia después de haber iniciado la obstruccién existe dilatacién
considerable del colédoco, generalmente hasta una dimension del doble de la del conducto sano
(Scheske 1980, Rege 1991). Nuestros resultados muestran que en los animales con LC a los 3
dias se incrementd el didmetro del conducto biliar aproximadamente 10 veces en comparacién

con animales de los grupos C y CQ, lo cual contrasta con lo descrito en humanos, en donde a
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los 7 dias de 1a OB solo existe un incremento del doble. Esta discrepancia parece deberse a la
presencia de la vesicula biliar en el humano, la cual descomprime la via biliar originando que
los cambios en el didmetro del colédoco sean menos pronunciados (Kahng 1997). En tanto que
en la rata, la ausencia de vesicula biliar posiblemente permite cambios mds répidos ¥
pronunciados en el didmetro del conducto biliar comiin, ocasionados por incrementos mds
acelerados en la presién dentro de la via biliar.

La pérdida de peso en ratas sometidas a LC es frecuente {Green 1995, Bomzon 1987, Jacob
1993), y ha sido observada también en otras especies sometidas a OB extrahepdtica experimental
como el conejo (Cioffi 1986), el gato (Schafer 1993) y €l perro (Bomzon 1986). Esto puede
deberse a que en la OB se ha demostrado que los niveles séricos de endotoxinas (Ingoldby 1984,
Pain 1987, Cahill 1987, Greve 1992, Grinko 1995) al igual que los del TNF-o (Beierle 1996),
se encuentran elevados; esto, a su vez, posiblemente sea consecuencia de la ausencia de sales
biliares en el tracto gastrointestinal, que altera su funcién de barrera, permitiendo que ocurTa
translocacién bacteriana (Gouma 1987, Deitch 1990, Parks 1996, Reynolds 1996). A su vez, la
translocacién bacteriana en casos de OB puede incrementarse por que la colestasis provoca
disfunci6n de! sistema inmune, tanto en humanos como en modelos animales (Pain 1987, Greve
1990, Clements 1993, Ding 1994, Kennedy 1994, Scott-Conner 1994, Kimmings 1995, Reynolds
1995}, lo cual en conjunto con la disfuncién de la barrera intestinal, puede incrementar adn m4s
los niveles de endotoxinas y TNF-w, con sus consecuentes alteraciones metabdlicas, tales como
la pérdida de peso (Tracey 1994). En relacién a este punto es conveniente mencionar algunos
aspectos controvertidos sobre la disfuncidn del sistema inmune en los sujetos con OB e ictericia.
En general, los investigadores en esta drea estin de acuerdo en que existe disminucién en la
actividad del sistema inmune en sujetos con OB, sin embargo, Levy y col. (1993) demostraron,
en ratas, que la actividad de los leucocitos polimorfonucleares (PMNs) se encuentra incrementada

durante los primeros 15 dfas postetiores a la LC. Estas discrepancias al parecer dependen del
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tiempo que dura la colestasis, pues obstrucciones biliares de m4s de 2 semanas disminuyen la
capacidad de fagocitosis de los PMNs y monocitos (Clements 1993, Kimmings 1995). En la
mayoria de los estudios que reportaron una dimisnucién en la actividad de las células fagocitarias
la colestasis inducida duré m4s de 15 dfas (Pain 1987, Greve 1990, Clements 1993, Ding 1994,
Kennedy 1994, Scott-Conner 1994, Kimmings 1995, Reynolds 1995).

En nuestros experimentos la respuesta contréctil a la fenilefrina de los anillos de aorta con
endotelio de los animales con LC fue significativamente menor que la observada en los anillos
correspondientes de los animales del grupo C. Por otro lado el desarrollo de tensién inducida por
la fenilefrina en los anillos con endotelio de los animales del grupo LC aumentd
significativamente al administrar L-NAME, desviando significativamente a la izquierda la curva
dosis respuesta a la fenilefrina. Estos datos sugieren una mayor liberacién basal de ON a partir
del endotelio en los anillos de los animales con OB. Estos hallazgos concuerdan con los
resultados obtenidos por Utkan y col. (1996) que, en un modelo canino de LC durante 7 dfas,
demostraron que en los anillos de arteria femoral con endotelio la Tespuesta contrdctil originada
por noradrenalina o serotonina fue menor comparada con la tensién desarrollada por los anillos
con endotelio de animales CQ. En dicho estudio la disminucidn en el desarrollo de tensién no
se observé en anillos sin endotelio, por lo que los autores concluyeron que la disminucién podia
atribuirse a un incremento en [a liberacidn basal de! factor de relajacién derivado del endotelio
u ON. Sin embargo, en dicha investigacién no se someti6 a prueba dicha hipdtesis realizando
curvas dosis respuesta a los vasoconstrictores en presencia de algiin inhibidor de la sintesis de
ON. En nuestros experimentos se utilizé con este propdsite L-NAME, v, bajo esta condicidn,
la tensi6n inducida por la fenilefrina en los aniilos con endotelio de los 3 grupos de animales fue
muy similar,

En presencia de indometacina los anillos con endotelio del grupo CQ desarrollaron una tensién

menor en respuesta a la fenilefrina en comparacién con el grupo C, en tanto que en presencia
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de indometacina mds L-NAME la respuesta aumentd significativamente. Estos resultados sugieren
que en este grupo también hay un aumento en la produccién de ON » pero en cantidades menores
que en el grupo LC. Ha sido demostrado que las intervenciones quirirgicas pueden modificar
la funcién del sistema inmune, disminuyendo su actividad en forma transitoria (Redmond 1992),
a su vez, puede existir translocacién bacteriana en forma directamente proporcional a la
intensidad def trauma quirirgico (Reynolds 1996), de forma tal gque estos fendmenos en conjunto
permitan la activacién de la SONi. Otra posibilidad radica en que la cirugia en nuestros animales
se efectud en condiciones limpias pero no estériles, Y que ésto permitiera cierto grado de
contaminacién bacteriana del 4rea quirirgica, sin embargo, en contra de esta posibilidad se
encuentra el hecho de que no se evidenciaron datos objetivos de infeccién en ningin animal.
La curva dosis respuesta a la fenilefrina de los anillos con endotelio de los grupos C y CQ se
desvié a la derecha al administar indometacina. Estos resultados sugieren que el endotelio
produce un metabolito derivado de Ia via de la ciclooxigenasa (COX) con actividad
vasoconstrictora. Esta interpretacién concuerda con lo reportado previamente por nuestro grupo
(Paredes-Carbajal y col. 1995), y estd de acuerdo con otros reportes en la literatura.
Tesfamariam y col. (1990) en anillos adrticos con endotelio de conejo, reportaron el desarrrollo
de vasoconstriccidn inducida por acetilcolina (ACh) después de haber expuesto za los anillos a
niveles elevados de glucosa durante 6 horas; dicha vasoconstriccién fue abolida, y substituida por
la habitual vasodilatacién inducida por ACh, después de exponer a los tejidos a indometacina o
a bloqueadores del receptor de la prostglandina H, (PGH,} y del tromboxano A, (TXA) o
PGH,/TXA,. Parker y col. (1993) reportaron que el desarrollo de vasoconstriccién mediada por
el endotelio € inducida por ADP en anillos adrticos de cobayo después de exponerlos a L-
NAME, desaparece al exponerlos a indometacina 0 a inhibidores de la sintesis de TXA,0a
bloqueadores del receptor de la PGH,/TXA,. Finalmente Noll y col. (1997}, reportaron el

desarrollo de vasoconstriccién inducida por ACh en anillos con endotelio de ramas de la arteria
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mesentérica provenientes de ratas hipertensas; dicha vasoconstriccién fue exacerbada por la
administracién de L-NAME y abolida por la administracién del bloqueador del receptor para
PGH)/TXA,, pero no por inhibidores de la sintesis de TXA,. Por lo antes expuesto es posible
que en nuestro modelo experimental el metabolito vasoconstrictor proveniente de la via de la
COX y derivado de! endotelio sea ¢l TXA; o la PGH,, sin embargo, se requieren estudios
adicionales para corroborar esta ltima hipdtesis.

En los anillos de aorta con endotelio de los animales del grupo LC la administracién de
indometacina disminuyé ligeramente la vasoconstriccién inducida por la fenilefrina sin que esta
diferencia fuera significativa en alguna dosis, lo cual contrasta con los anillos provenientes de
animales de los grupos C y CQ. Actualmente sabemos que de 1a misma manera que las
endotoxinas pueden activar a la SONi pueden estimular la expresi6n de la forma inducible de la
COX (COX-2), y que el ON y los metabolitos derivados de ta COX pueden interactuar para
modificar su produccién (Harbretch 1995, Sautebin 1995, Ziyyat 1996). Se ha demostrado que
el ON puede incrementar la sintesis de prostaciclinas (Sautebin 1995), en tanto que inhibe la
liberacién TXA, y PGH, (Ziyyat 1996). Con base en estos datos y en los resultados de nuestro
modelo experimental se puede especular que al existir un aumento en la sintesis de ON, la
produccidn del metabolito vasoconstrictor dependiente de la COX y derivado del endotelio, se
encuentra disminuida,

La vasodilatacién inducida por el carbacol en ios anillos de aorta con endotelio del grupo LC,
en presencia de indometacina, fue mayor a la observada en los anillos correspondientes de los
grupos C y CQ. Este resultado sugieren dos eventos: primero, es posible que exista una
liberacion aumentada del metabolito con actividad vasoconstrictora derivado de la COX inducida
por la activacién del receptor muscarfnico, segundo, que la produccién de ON en los anillos con
endotelio funcional de los animales con OB es mayor que en los anillos de los animales del log

grupos C y CQ. En lo que respecta al posible incremento en la produccién de ON, nuestros
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resultados concuerdan con el trabajo de Utkan y col. (1996), los cuales encontraron una mayor
vasedilatacién inducida por ACh en anillos con endotelio funcional de animales con OB de 7 dias
de evolucidn. En contraposicidn a lo seifalado anteriormente, Inan y col. (1997), en ratas con LC
de 3 semanas de duracién, encontraron que la vasodilatacién inducida por ACh o nitroglicerina,
en rifiones aislados y perfundidos de animales con OB, fue menor que en rifiones de los animales
control. La explicacién fue que: "al existir altas concentraciones de ON tanto en el endotelio
como en el miisculo liso esto puede originar una sobreproduccién de GMPc 1o cual puede causar
una desensibilizacién a los nitratos enddgenos o exdgenos que producen vasodilatacién a través
del GMPc". Otra posible explicacién de las observaciones de Inan y col. (1997) podria ser la
siguiente: se ha demostrado en modelos animales con OB de mds de 10 dias de evolucién que
en el rifién, y en otros tejidos tales como el higado, hay una gran produccién de radicales libres
de ox{geno (Krihenbil 1995, Panozzo 1995), los cuales interfieren con la vasodilatacién mediada
por el endotelio (Stewart 1988). Por otra parte, se ha comprobado que la endotoxemia per se
puede originar una disminucion substancial en la vasodilatacién inducida por la ACh (Wylam
1990, Parker 1993), y en los experimentos de Inan y col. se comprobd endotoxemia significativa
en el 77% de sus animales. Esta dltima posibilidad puede parecer contradictoria, puesto que para
explicar la disminucién de la reactividad vascular en la OB se parte de la hipétesis de que la
endotoxemia, originada por las alteraciones de la barrera intestinal (Deitch 1990, Parks 1996,
Reynolds 1996), estimula a la SONi. Sin embargo, las respuestas a las endotoxinas son
dependientes de las concentraciones plasmdticas y del tiempo de exposicién a éstas (Tracey 1994,
Wang 1994). En dosis bajas las endotoxinas y citocinas, pueden originar efectos favorables como
estimular la actividad de los macréfagos, y ain posiblemente la regeneracién hepdtica (Shinozuka
1996); sin embargo a dosis altas y en tiempos de exposicién prolongados desencadenan
reacciones deletéreas (Tracey 1994),

El desarrollo de tension inducido por la fenilefrina a concentraciones altas (10~ M) en presencia



Ortiz MCM 23
de L-NAME e indometacina en los anillos de aorta sin endotelio del grupe LC fue menor que
la desarrollada por los anillos correspondientes de ios animales de los grupos C y CQ. Existen
datos de l1a literatura que podrfan explicar este resultado. Primero, como lo comprobé Bemzon
y col. (1985), en tiras helicoidales de aorta de rata con OB de 3 dias de evolucidn, la respuesta
a los agonistas vasoconstrictores a-adrenérgicos se encuentra disminuida, posiblemente debido
2 una alteracidn funcional del receptor (disminucién en la afinidad o un menor nimero de sitios
receptores) que provoca una respuesta menor a estos formacos; en el modelo de tiras helicoidales
la existencia de endotelio (y de ON) es mfmima, ya que el método de obtencién de las tiras
helicoidales lesiona el endotelio. Por otro lado, en modelos animales de endotoxemia (Bigaud
1990) se ha descrito que en anillos aérticos sin endotelio existe una alteracién en los mecanismos
de transduccidn intraceluiar de la sefial originada por los agonistas a-adrenérgicos en las células
musculares. Por lo tanto, la menor respuesta a la fenilefrina {agonista o-1) observada en los
anillos adrticos sin endotelio en nuestros experimentos puede ser secundaria a una alteracién en
la funcidn de ios receptores a-adrenérgicos. Otro resultado importante de los experimentos aqui
reportados fue que la administracién de L-NAME no tuvo efectos significativos sobre el
desarrolio de tensién en los anillos adrticos sin endotelio del grupo LC, lo cual indica que, en
este modelo experimental de LC de 3 dfas de duracién, la produccién de ON a partir de la SONi
de las células musculares lisas no juega un papel importante en la disminucién de la respuesta

a los agonistas a-adrenérgicos.
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CONCLUSIONES.

En ratas con OB extrahepitica la vasoconstriccion inducida por la fenilefrina en

anillos adrticos con endotelio funcional es menor que en animales control,

La vasodilatacién inducida por el carbacol en anillos adrticos con endotelio intacto
de ratas sometidas a OB extrahepdtica, en presencia de indometacina, es mayor

que en los anillos de los animales control.

Nuestros datos sugieren que en anillos adrticos con endotelio provenientes de
animales con OB tanto la menor vasoconstriccién inducida por la fenilefrina, como
la mayor vasodilatacién inducida por el carbacol, son originados por un aumento

en la produccién basat de ON.

Nuestros datos sugieren que en los anillos adrticos con endotelio, en ratas de la
cepa Wistar, se libera un metabolito vasoconstrictor derivado de la via de la

ciclooxigenasa.
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TEXTOS PARA LAS FIGURAS

Figura 1

La sfntesis y liberacién de ON puede ser inducida por estimulos diversos; éstos provocan un
incremento en el calcio intracelular (Ca’*) que activa a la sintetasa del 6xido nitrico (SON), 1a
cual actiia sobre la L-arginina (L-Arg) produciendo ON y L-citrulina. A su vez el ON incrementa
los niveles intracelulares de guanosin monofosfato ciclico (GMPc) al activar a ta enzima
guanilato ciclasa, y los incrementos en los niveles intracelulares de GMPc promueven la
fosforilacién de algunas proteinas por enzimas protein-cinasas dependientes de GMPc, lo que
puede originar muiltiples efectos que dependen de la célula estimulada. Abreviaciones utilizadas:

ACh, acetil colina; ADP, adenosin difosfato; PKG, enzima protein-cinasa G.

Figura 2
La produccién de ON a partir de las células endoteliales origina en las células musculares lisas
(CML} subyacentes vasodilatacién, ademds, impide la proliferacién de las CML y disminuye la
adherencia plaguetaria a las células endoteliales. La SON indicible {SONi) es una enzima
citoplasmdtica capaz de producir grandes cantidades de ON en forma continua, en niveles por
encima de la capacidad de la SON constitutiva (SONc), la cua! estd localizada en la membrana

celular.

Figura 3
La membrana celular es origen de mifltiples metabolitos derivados de sus lipidos. Entre éstos
tenemos al factor activador de plaquetas, la prostaciclina (PGl,) y los tromboxanos, como el
tromboxano A; (TXA,), los tres comparten un origen comtn al requerir la activacién de la

enzima fosfolipasa A, (PLA,) que libera 4cidos grasos a partir de los triglicéridos de la
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membrana celuar. La PLA, puede ser inhibida por los corticoesteroides, en tanto que la enzima
ciclooxigenasa (COX), que produce PGI, (y que causa inhibicién de la adherencia plaquetaria y
vasodilatacién) puede ser bloqueada por sustancias tipo aspirina. En las plaquetas el AA
producido es utilizado por la enzima lipooxigenasa para producir TXA,, el cual promueve la
adherencia plaquetaria y 1a vasoconstriccién. A su vez, tanto la célula endotelial como las

plaquetas son capaces de producir factor activador de plaquetas que provoca vasoconstriccion.

Figura 4
El sistema de perfusin que se utilizé para los experimentos consta de frascos para almacenar
las soluciones, las cuales fueron continuamente aereadas con carbégeno. Las soluciones llegaban
por gravedad, circulando por un sistema de calentamiento que las mantuvo a 37°C hasta su arribo
a la cdmara de 6rganos, en donde se encontraban 1os tejidos a estudiar, los cuales se sostuvieron
entre ganchos de acero, uno fijo a la cdmara y otro conectado a un transductor isométrico de

tensidn, el cual a su vez se encontraba conectado a un poligrafo.

Figura 5
Curva dosis respuesta a la fenilefrina en anillos adrticos con endotelio en ausencia de
indometacina. Anillos del grupo LC (ECESI). Anillos del grupo C (CCESI). Anillos del grupo
CQ (SCESI). En esta figura y hasta la figura 11 la ordenada expresa la tensién en gramos, y la

abscisa el logaritmo negativo de la concentracién molar (-log M) de fenilefrina.

Figura 6
Curva dosis respuesta a la fenilefrina en anillos aérticos con endotelio en presencia de
indometacina. Anillos del grupo LC (ECECI). Anillos del grupo C (CCECI). Anillos del grupo
CQ (SCECD).
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Figura 7
Curva dosis respuesta a la fenilefrina en anillos adrticos con endotelio en presencia de
indometacina y L-NAME. Anillos con endotelio dei grupo LC (ECENCI). Anillos con endotelio
del grupo C (CCENCI). Anillos con endotelio del grupop CQ (SCENCI).

Figura §

Curva dosts respuesta a la fenilefrina en anillos adrticos sin endotelio de los grupos C y CQ
en presencia de indometacina e indometacina mds L-NAME. Anillos del grupo C en presencia
de indometacina (CCECI). Anillos del grupop CQ en presencia de indometacina (SCECD).
Anillos del grupo C en presencia de indometacina mds L-NAME (CCENCI). Anillos del grupo
CQ en presencia de indometacina mds L-NAME (SCENCI).

Figura 9
Curva dosis respuesta a la fenilefrina en anillos adrticos sin endotelio en ausencia de
indometacina. Anillos del grupo C (CSESI). Anillos del grupop CQ (SSESI). Anillos del grupo
LC (ESENSI).

Figura 10
Curva dosis respuesta a la fenilefrina en anitlos aérticos sin endotelio en presencia de

indometacina. Anillos del grupo C (CSECI). Anillos del grupop CQ (SSECI). Anillos del grupo
LC (ESECI).

Figura 11
Curva dosis respuesta a la fenilefrina en anillos adrticos sin endotelic en presencia de

indometacina mds L.-NAME. Anillos del grupo C (CSENCI). Anillos del grupop CQ (SSENCI).
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Anillos del grupo LC (ESENCI).

Figura 12
Curva dosis respuesta al carbacol en anillos aérticos con endotelio en ausencia de indometacina.
Anillos del grupo LC (ECESI). Anillos del grupo C (CCESI). Anillos del grupo CQ (SCESI).
En esta figura y hasta la figura 14 la ordenada corresponde al porcentaje { %) de tensién, relativo
a fa tensi6n mdxima en respuesta a la fenilefrina, y la abscisa coprresponde al logaritmo negativo

de la concentracién molar (-log M) de carbacol.

Figura 13
Curva dosis respuesta a carbacol en anillos aérticos con endotelio en presencia de indometacina.

Anillos del grupo LC (ECECI). Anillos de] grupo C (CCECI}. Anillos del grupo CQ (SCECI).

Figura 14
Curva dosis respuesta a carbacol en anillos aérticos con endotelio de animales con LC. Anillos

en ausencia de indometacina (ECESI). Anillos en presencia de indometacina (ECECI).
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