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“Disminucion de Ia lesién infestinal en la isquemia reperfusion por
inhibicion de los radicales libres de oxigeno con el uso de diclofenaco de
sodio o alopurinol™.

RESUMEN:

[ntrodwuccidrn: Estd demostrado, el alopurinol enteral profildctico
disminuyendo Jesion intestinal por isquemia-reperfusion. El objetivo es
demostrar ¢l uso terapéuntico del diclofenaco de sodio o alopurinol en isquemia
en evolucion.

Maierial y métodos: En 9 perros divididos en tres grupos iguales,
se determind acido trico sérico y realizd biopsia intestinal, previos a
volvulacion del intestino medio 720°, 30 minutos después de la volvulacion y
120 minutos post develvulacién. Recibié un grupo diclofenaco de sodio 5
mg/k/dosis IV y otro alopurinol 20 mg/k intraperitoneal al devolvular.
Evaluando lesi6n intestinal utilizando clasificacién de Liao

Resultados: Incrementd dcido irico sérico proporcionalmente a lesion
intestinal, disminuyendo dafio intestinal con diclofenaco de sodio ¢ alopurinol.
Conclusiones: El diclofenaco de sodio y alopurinol disminuyen
terapetticamente la lesion intestinal por isquemia reperfusién. Eil 4cido trico
incrementa marcando lesién intestinal por radicales BEbres de oxigeno.
Requerimos incrementar casos para demostrarlo estadisticamente. Debera
continuarse estudio valordndose con diferentes tiempos de isquemia.

PALABRAS CLAVE

ISQUEMIA-REPERFUSION, RADICALES LIBRES DE OXIGENO,
DICLOFENACO DE SOP10, ALOPURINGL.



“Decrease of the intestinal lesion in isquemia reperfasién by inhibiting
oxygen-derived free radicals with diclofenac sodium or allopurinol.”

SUMMARY:

Introduction: It has been demonstrated that prophilactic enteral
alopurinol affords cytoprotection in ischemia-reperfision injury to the small
intestine. The present study was undertaken to evaluate therapeutic use of
diclofenac sodium or allopurinol i small intestine ischemia.

Material and métodos: 9 dogs were divided in three groups, serum
uric acid and intestinal biopsy were taken, previous to small intestine
volvulation 720°, 30 minutes and 120 minutes postdevolvulation. Received a
group diclofenaco of sodium 3 mg/k/dosis TV or allopurinol 20 mg/k
intraperitoneal at devolvulation. 1t was measured intestinal lesion using
classification of Liao

Results: # increased setum uric acid proportionally to intestinal lesion, it
decreased intestinal damage with diclofenac sodium or allopurinol.
Conclusions. Diclofenac sodium or allopurinol decrease the intestinal
lesion for isquemia reperfusion. The acid uric increases marking intestinal
fesion for radicals free of oxygen. It is necesary to increase cases in order to
demonstrate statistically. The experimental study will be continued and
evaluated at differents times of isquemia. .

KEY WORDS

INTESTINAL ISQUEMIA-REPERFUSION, OXYGEN-DERIVED FREE
RADICALS, DICLOFENAC SODIUM, ALOPURINOL, ACID URIC.



OBJETIVO

Comparar el grado de lesién intestinal por fenémeno de isquemia-
reperfusion con wuso terapéutico del diclofenaco de sodio o alopurinol en
perros con isquemia en evolucion.



INTRODUCCION

Las consecuencias de la isquemia
mesentérica son devastadoras para
los pacientes, e incluyen desde la
muerte, hasta mala absorcién
intestinal, diarrea, sindrome de
intestino corto v dependencia de
alimentacién  parenteral  crénica.
Pacientes de todos los grupos de
edad estdn en riesgo para la
isquemia mesentérica por virtud de
un amplio espectro de eventos que
pueden llevar a compromiso de la
irrigacion  vascular intestinal. Los
neonatos pueden sufrir hipoperfusion
mesentérica (un posible mecanismo
para enterocolitis necrozante)
mientras que nifios mayores pueden
presentarta  con mal rotacion o
volvulos. Embolia arterial, trombosis
in situ e isquemia iniestinal no
oclusiva amenazan al paciente
mayor con enfermedad cardiaca o
vascular. Los indices de mortalidad
para la isquemia intestinal flegan
hasta el 85%.

COAERD/ BUIRPC LION 2 SCI e RINTESTING L,
Figura 1

El grado Ultimo de dafic que resuita
de un insulto isquémico es un
producto de efectos aditivos def dafio
gue ocurre durante el periodo
isquémico per se, asi como el dafio
de los radicales libres de oxigeno
generados durante la reperfusién.

Tigura 2

La patofisiologia del dafio por
reperfusion fue descrita por Mc Cord.
Durante la isguemia, el adenosin
trifosfatc (ATP) es degradado a
adenosin monofosfato {AMP),
adenosina, iosina y finalmente a
hipoxantina, el sustrato para la
xaniina oxidasa, wuna enzima
producida en  abundancia en
condiciones de isquemia.

En la reperfusién, cuando cantidades
adecuadas de oxigeno se entregan a
los tejidos isquémicos, la reaccién de
la xantina oxidasa procede, liberando
productos toxicos (superéxido, radical
hidroxil, perdxido de hidrégeno), fos
cuales se preducen en cantidades
que sobrepasan la capacidad de los
captadores endogenos de radicales
libres y ocasionan dafio significativo
al tejido previamente isquémico. (1,2)

El  restablecimiento  del flujo
sanguineo al tefido isquémico, es la
finalidad terapéutica en el tratamiento
de la oclusién vascular. Sin embargo
después de un periodo prolongade de
ociusion vascular, cuando el factor
causante es eliminado, el flujo
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sangufnec al organo o fejido se
restablece por varios segundos y
entonces diminuye gradualmente.
Este es el fenémeno llamado de no
reflujo, el cual ocasiona el dafio por
reperfusion, que se define como el
dafio que ocurre a un érgano durante
el restablecimiento del flujo
sanguineo después de un episadio de
isquemia. (3)

En fase de isquemia, es decir,
cuando hay aporie insuficiente de
oxigeno, el rendimiento de la cadena
respiratoria mitocondrial es mediocre.
En anaerobiosis, dos moléculas de
ATP son producidas a partir de una
molécula de glucosa, conira 36 de

. aerobiosis.

{a hipoxia persistente induce una
falla energética en la bomba Na-K-
ATPasa de membrana cont entrada
de sodio y calcio en la céluia, lo cual
aumenta la presion osmdética y el
edema infracelular. El calcio
intracelufar activa la fosfolipasa
A2(con aumento de las tasas de
acidos grasos libres), siendo esta la
enzima que convierte la xantina
deshidrogenasa en xantina oxidasa,
fuente de radicales libres de oxigeno.
Paralelamente, el metabolismo del
ADP en anaerobiosis se realiza hacia
ja sintesis de AMP, de adenosina, de
iosina y de hipoxantina.

Todas las perturbaciones celulares
son reversibles, sin embargo, en el
momento de |a reperfusién, las
células isquémicas se ven sometidas
a un esirés oxidativo, el cual va
acelerar su destruccion.

Durante el transcurso de Ia
reperfusion, la = produccién de
radicales en la zona isquémica es
intensa y secundatiamente los

sistemas de proteccibn  estan
deprimidos{disminucién importante de
las tasas de superdxido dismutasa,
catalasa y glutation peroxidasa en el
curso de la isquemia).

La superproduccion de radicales en el
curso de la reperfusién puede ser
asegurada por cuatro vias:

-En el curso de la respiracion
mitocondrial, por reduccion mono-
valente del oxigeno recientemente
disponible. ,

-Por activacion de los poli-
morfonucleares neutréfilos acumu-
lados en la zona isguémica {(ace-
lerando ef consumo de oxigeno y
activando la NADPH oxidasa de
membrana) lo que lleva a una
produccion y disfuncion extracelular
de radicales libres.

-Por reaccion de los productos del
metabolismo anaerébico a saber:
hipoxantina y xantina oxidasa, los
cuales, en presencia de oxigeno
forman la xantina y los radicales
libres de oxigeno.

-Por transformacion del  Acido
araquidénico acumulado en la fase
isquémica; originando la sintesis de
endoperdxidos y la produccion de
radicales libres.

Los radicaies libres formados en el
transcurso de la reperfusion rea-
ccionan con fas membranas celulares
fosfolipidicas (lipoperoxidacién), las
proteinas y los acidos nuciéicos, pro-
vocando la desorganizacion estruc-
tural y funcional de las células y su
muerte.

Los radicales libres actdan sobre los
4cidos grasos libres acumulados en
ia fase isquémica y pueden desviar la
cascada del 4cido araquiddnico hacia
la via metabdlica vasoconstrictora y
proagregante del tfromboxano A2.



Los radicales libres son iguaimente
agentes guimiotacticos para las
plaguetas(adhesion y agregacion) y
los polimorfonucleares neutréfilos |,
ios cuales, adtivan la adherencia al
endotelio y suman $Su propia
produccion de radicales.

Los radicales libres que se originan
de la isquemia fisular contribuyen
grandemente a la agravacion de ésta,
ejerciendo sus efectos deletéreos
directamente (oxidacién de [ipidos,
proteinas vy &cidos  nucléicos
celulares), o induciendo un colapso
microcirculatorio por accion, sobre el
endotelio vascular, las plaguetas y los
neutréfitos (disminucién de las tasas
de prostaciclina, aumento de Ilas
tasas de ftromboxano A2, factor
quimiotactico de plaquefas vy
neuir6filos); demostrando que ias
reacciones de ios radicales son el
origen del fenomeno de no
reperfusidn {(no reflujo). (4,5,8,7)

Los agentes ex6genos pueden inhibir
el dafio tisular mediado por los
radicales libres por mecanismos
andlogos a los de los sistemas
antioxidantes endogenous. Esto se
puede lograr por la prevencion de la
generacion de radicales libres de
oxigeno, la captacion de los radicales
va formados o el incremento de fa
defensa endégena anticxidante. {8)

Un mélodo eficiente de inhibir la
generacion de radicales libres de
oxigeno por la xantina oxidasa, es a
través de la inhibicion enzimatica
convencional. Alopurinol, un anélogo
estructural de las hipoxantinas,
competitivamente inhibe la produc-
cion de urato catalizada por la xantina
oxidasa, con la subsecuente forma-
cion de oxipurinol. Eloxipurinol por

si mismo es un inhibidor esen-
cialmente no compelitivo, formando
un complejo estable con la xantina
oxidasa y por lo tanto previniendo
mayor actividad enzimatica. (9).

Hay informacién que sugiere que los
efectos protectores del afopurinol no
solo estan relacionados a la inhibicion
de [a enzima xantina oxidasa, sino
que ademds junto con su metabolito,
oxypurinol, actian como captadores
de radicales libres independien-
temente de la inhibicién enzimética.
(10) Alternativamente el alopurinol,
puede preservar el contenido tisular
intestinal de nucledtido adenina,
aumentando la disponibilidad de
fosfatos de alta energia para
mantener la funcién de membrana

celular.(11)
En estudios previos, usando el mo-
delo de isquemia mesentérica,

Megison etal. demostré6 una
sobrevivencia de 7 dias en aguellos
animales que habian recibido una
baja dosis profilactica enteral de
alopurinol, sugiriendo un papel de los
radicales libres de oxigeno en el dafio
intestinal por isquemia reperfusién.
(12).Ha habido varios estudios de
Parks y Przyklenk que demuesiran
que ¢! alopurinol y los captadores de
radicales libres de oxigeno, aumentan
ia viabilidad de los colgajos de piel,,
mejoran la preservacion de los
organos, limitan el tamano del infarto
al miccardio después de isquemia
reperfusion y mejoran la sobrevida
después de isquemia meseniérica.
(13,14)

E! diclofenaco de sodio es un agente
tinico que fiene el potencial de
maodificar la lesién tisular mediada por
los radicales libres de oxigency por



los neutréfilos.

Es un agente anti-inflamatoric no
esteroideo gue inhibe la actividad de
la ciclo-oxigenasa. Es un derivado del
acido fenilacético gue compite con el
acido araquidanico en un patrén dosis
dependiente para wunirse a la
cicloxigenasa. Los inhibidores de la
cicloxigenasa fienen un  amplio
espectro de efectos anti-inflamatorios,
incluyendo  modulacion  de  la
percepcion del dolor, regulacién de
fiebre, del flujo sanguineo regicnal y
permeabilidad vascular, ahora hay
evidencia gue indica otros efectos
relevantes, tales como la modulacién
de la adherencia y agregacion de los
neutréfiles, quimiotaxis, fagocitosis,
degranulaciébn y generacion de
metabolitos reactivos de oxigeno
dependientes del NADPH.(15-17) Ei
diclofenaco de sodio limita la
generacion de radicales libres de
oxigeno por sistemas dependientes
de la xantina oxidasa asi como por
los neutrdfilos. (18)

Schemeling et al. demostraron una
significativa  atenuacién de |Ia
deplecién del ATP intestinal con el
prefratamiento con diclofenace de
sodio en la isquemia reperfusion. (19)
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MATERIAL Y METODOS

Se incluyen en el estudio 9 perros de
raza criolla, sexo femenino, con un
peso entre 10 y 25 kg.

Figura 4
Se les realizarad una venodiseccion en
fa safena o femoral dejando catéter
silastic para toma de productos
sanguineos, niveles séricos de acido
drico, gue constituye el producto final
de la actividad de la xantina oxidasa,
expresandonos indirectamente el
grado de produccidn de radicales
libres de oxigenoc por esta via;
determinandose con  un  aspecto-
fotometro, utilizando el méiodo
enzimatico cuantitativo

Fioura §

Se sometieron a anestesia general
balanceada con tiopental y ketamina
a dosis de 10 mg por kilogramo de
pesa , intubacién endotragueal con
ventilaciéon  asistida y soluciones
hidroelectroliticas de mantenimiento
durante el procedimiento.

Fioura 6

En el procedimiento se realizé una

incision media abdominal supra e
infraumbilical, apertura de cavidad
peritoneal seguida de biopsia

intestinal inicial de espesor total y
voivulacion del intestino medio de
720°, con posterior cierre de la
cavidad abdominal con puntos totales
con prolene del 0.
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GRLFO1

A los 30 minutos de isquemia se
obtuvieron nuevos niveles de acido
urico sérico, tomamos nueva biopsia
intestinal, realizamos devolvulacién
del intestino y cerramos la pared
abdominat.

MIN

L lsauerwm’"i REPERFUSION

2 HORAS
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Figura 8

Se realizé el mismo procedimiento
para los tres grupos difiriendo
Gnicamente en el medicamento
administrade. £l grupo 1 control no
recibid ningun medicamento; el grupo
2, recibié en periodo de isquemia, 30
minutos después de la volvulacion |,
alopurinol a la dosis de 20 mg/kg
intraperitoneal y el grupc 3 recibid
diclofenaco de sodio a la dosis de 5
mg/kg IV.

20 MINUTOS ISCLEMA
CRPO2 GRUPO3

120 minutos después de la
devolvulacion, ya en periodo de
reperfusién se tomaron nuevamente
niveles de &cido Urico séricos y
biopsia intestinal con cierre final de la
pared abdominal.
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Fipura 10

Las biopsias intestinales de espesor
total fueron evaluadas por el mismo

anatomopatdlogo en un estudio
ciego, | utilizando la tabla de
clasificacion de dafic intestinal

propuesta por Liao et. al. (20)

CLASIFICACION LIAO DE LESION INTESTINAL

SCORE CAMBIOS HISTOLOGICOS

MUCOSA

0 Normal.

i Edema subepitelial separacion parcial de
jas c€lulas apicales cpitcliales y
ensanchamiento del billi.

2 Edema de ia célula ¢pitclial desde 1a punta

del billj.

Progresion del edema a la base del Billi.

4 Necsosis parcial do la mucesa de la lamina
propia.

5 Neerosis total de la mucosa.

SUBMUCOSA

Normal.

Leve edema o hemorragia.

Edema o hemorragia moderada.

Edcina y hemorragia severos.

MUSCULARES

Normal.
Leve edema y/o hemorragin.
Edema y hemorragio moderada.
Hemortagia severa, necrosis parcial
muscular.

w
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ANALISIS ESTADISTICO

El nivel de significancia 1% (0.01)
Los resultados se analizaran con t
de student y medidas de tendencia
central y dispersién .

La presentacion de los resultados
serd en cuadros y graficas de
barras.



RESULTADOS

Se encontrd en el grupo control, un grado de lesion intestinal en el periodo de
isquemia, el cual incrementd durante la reperfusion intestinal, tal como lo
demuestra ia grafica que analiza el puntaje del LIAO a los 30 minutos de isquemia
y al final de la reperfusién. En los grupos con alopurinol, diclofenaco de sodio se
demostré una dismunicion en el grade de lesién intestinal histopatoldgica en
periodo de reperfusion, con puntajes muy similares en ambos grupos; sin embargo
estos hallazgos no pudieron ser demostrados estadisticamente dado el tamafo
del universo de trabajo.

DICLOFENACQ
DE SODED

ALOPIRAMGL,

CONTROL 9.66

i T T T T 1

PUNTAJE DE LIAOQ

Griéfica 1

En cuanto a los niveles de acido drico sérico, encontramos un incremento en los
mismos durante en el periodo de isquémia de los tres grupos, pero una
disminucion al final de la reperfusion en los grupos donde se utilizd diclofenaco de
sodio o alopurinol. Sin embargo no pudo ser comprobado estadisticamente dado
el universo de trabajo.
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(Grafica 2

Como lo demuestra la siguiente grafica de puntos, se encontrd una correlacian,
aunque no estadisticamente significativa, entre el grado de lesidn intestinal
histopatolégica y los niveles séricos de acido arico, sugiriendo un papel del acido
trico como marcador de lesidn intestinal.
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A
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Grafica 3
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DISCUSION

Se han descrito maltiples trabajos de investigacion, en donde se demuestra el
papel de los radicales libres en la lesién intestinal por isquemia reperfusion, como
el reportado por Megison, en donde hasta el momento, se han utilizado diversos
medios exdgenos para la delimitacion del dafio; todos empleados
profilacticamente, siendo ef mas utilizado el alopurinol enteral. Sin embargo, dado
que generalmente no es posible predecir que un paciente desarroliara isquemia
intestinal y que en la practica clinica, nos enconframos con el proceso en
evolucién contraindicandose el uso de la via enteral, hemos comparado el uso del
alopurinol via intraperitoneal con el diclofenaco de sodico infravenoso en forma
terapéutica no profilactica, siendo el primer estudio que se realiza con diclofenaco
de sodio para tal fin. :

Los resultados de nuestro trabajo, mostraron una disminucién de la lesion
intestinal con el uso del diclofenaco de sodio intravenoso y el alopurinol
infraperitoneal en periodo de reperfusion, muy similar en ambos, considerandose
farmacos que pueden tener un efecto terapéutico durante ef proceso de isquemia
reperfusion en perros.

i3



CONCLUSIONES

1. El diclofenaco de sodic intravenoso y el alopurinol intraperitoneal,
administrados en periocdo de reperfusién intestinal disminuyen la lesion
intestinal.

2. Los niveles de 4cido firico séricos se correlacionan con ef grado de lesion

intestinal, pudiendo considerarse como un posible marcador de daiio intestinal
por isquemia reperfusion, secundario a la liberacion de radicales fibres de
dxigeno.

3, Este es un estudio pionere, que debera continuarse con un universo de trabajo

mayor, para su demostracién estadistica y asi mismo valorarse el efecto en
diferentes tiempos de isquemia.
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