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VARELA MICHEL FRANCISCO GABRIEL. Prevencién del .

reperfusion intestinal inducido en el perro, mediante ia' mezcla de
acidos grasos vsp-1 (bajo la direccién de: David Péez Esquiliano, Luis Nifiez Ochoa, Luis

Ocampo Camberos, René Rosiles Martinez y Ciriaco Tisté Olfnds).

Los procesos isquémicos intestinales, son . una céusa‘ comun de morbilidad y mortalidad en
animales de compadiia, lo que ha guiado a la investigacién para el posible establecimiento de una
terapia previa a la reperfusién de los tejidos, para disminuir la severidad de los darfios potenciales.
En este estudio se administrd la mezcla de acidos grasos “VSP-1" via intravenosa a siete perros
durante una isquemia intestinal previa a una reperfusion (ambos procesos inducidos), para atenuar
el indice de lipo-peroxidacion y el dafio histolégico en fa mucosa intestinal, comparados con un
grupo testigo. Los resultados no mostraron diferencias entre los grupos en la calificacién del dafio
histologico; sin embargo, si hubo diferencias significativas en el indice de lipoperoxidacion, lo que
sugiere la posible utilidad de la aplicacion parenteral de acidos grasos para atenuar el dafio por

reperfusion intestinal.
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1.1- Antecedentes

Los procesos isquémicos intestinales, son una causa comun de morbilidad y moralidad en
animales de compania (1). La isquemia prolongada propicia un dafio irreversible a los tejidos,
como resultado de una escasa disponibilidad de ATP, acidosis intracelular, ineficiencia de las
bombas idnicas, ingreso de calcio y destruccidon proteolitica de la “maquinaria metabdlica® y el
citoesqueleto; para mantener la funcion y viabilidad celulares se requiere de la restauracion del
flujo sanguineo después de un periodo de isquemia intestinal, (2,3). Un proceso isquémico puede
ocurrir- en cualquier parte del tracto gastrointestinal, aunque el érgano afectado con mayor
frecuencia es el intestino delgado, debido a su susceptibilidad para presentar procesos obstructivos
que comprometen la circulacion, tales como intususcepciones, volvulos, torsiones, y hernias (4,5).
- Diversos estudios revelan que el mayor dafo a los tejidos transitoriamente isquémicos (en ensayos
que evitaban un dafio excesivo por la isquemia) ocurre después de que el proceso se soluciona y
los tejidos son reperfundidos, y no a consecuencia de la isquemia per se (6,7); esto ha guiado a
una investigacién intensiva para definir la patogénesis del llamado “daffio por reperfusion®, y el
posible establecimiento de una terapia previa a la reperfusién de los tejidos, para disminuir la

severidad del deterioro potencial (1).

Procesos de isquemia-reperfusién

Es necesario mantener el flujo sanguineo y una buena perfusion tisular, para que el suministro de
oxigeno y de nutrientes sea el adecuado para mantener las rutas metabdlicas y eliminar productos de
desecho. La isquemia resulta de un decremento del flujo sanguineo, debido a dos causas principales:
la constricccion funcional o la obstruccién mecanica de la vasculatura. Fundamentalimente, la
severidad del dafio en un tejido isquémico, se determina por (a magnitud y duracidn de la reduccién
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del flujo sanguineo. El oxigeno es esencial en.la.funcién .celular. normal, por tomar. parte en la
produccion de energia. En la mitocondria se consume la"krhayor parte del oxigeno, reduciéndolo hasta
agua por la cadena respiratoria; este proceso, lleva implicita la sintesis de ATP, la fuente principal de
energia en el organismo. La privacién de oxigeno lleva a una falla en la fosforilacion oxidativa y a la
reduccién del ATP disponible, por lo que si se reduce el aporte de oxigeno en el intestino, se produce
dario rdpidamente y muerte de las células epiteliales de la mucosa, que son altamente dependientes
de la energia.

Otros fenémenos que pueden ocurrir a nivel celular en un estado de isquemia son: glucélisis
anaerobia, acumulacion de acido lactico y acidosis intracelular, inhibicion de la produccion de ATP,
inhabilitacién de las bombas dependientes de energia transportadoras de iones y acumulacién de
iones de calcio, cuyas altas concentraciones intracelulares activan a la fosfolipasa A, asociada a 1a
célula y ocasionan una consecuente degradacion de los fosfolipidos de la membrana hasta acidos
grasos libres. El desbalance de iones, ocasiona degeneracién hidropica y se presenta una pérdida de
enzimas y otros elementos celulares. Hay acumulacion de iones de hidrégeno y disminucidon del pH,
se alteran las funciones y estructuras enzimaticas, y finaimente hay liberacién de enzimas
lisosomales que inician la autolisis celular. Con estos cambios, el dafio celular se vuelve ireversible,
ocasionando necrosis (2).

Un fendmeno clave en el “dafio por reperfusion” es la agresion masiva de los radicales libres
derivados del oxigeno (RLDO), debida al déficit energético, las desviaciones metabdlicas (por la

carencia de oxigeno) y la infiltracién leucocitaria (1,2,3,8).

Radicales libres en medicina: :

A finales del siglo XIX se comenzaron a entender los mecanismos dé#tmcﬁvos del oxigend, por

ejempio en el enranciamiento de los alimentos. E! Dr. Denham ‘Harman de la Universidad de‘
Nebraska, es reconocido como el padre de la “medicina de los radlcales Ilbres en Ios 50’s publlcé

un texto que implicaba a los radicales libres como  causa mportante de envejecumlento y;
enfermedad (9). Asimismo, se reconoce a los radicales libres como contibuyentes a la causa de '

mas de 60 enfermedades, he aqui algunos ejemplos:
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Dafo por reperfusion (diversos tejidos), alergias, angina de pecho, artritis- reumatoide,-asma, -
ateroesclerosis, cancer, cataratas, cirrosis hepatica, diabetes, enfermedad de Almeimér.
enfermedad de Parkinson, fatiga crénica, cardiopatias, hemorroides, hipertension, ceguera

nocturna, flebitis, retinopatias, sindrome ascitico aviar, etc. (10).

Defincidn de radical libre:
Un radical libre, es una especie quimica neutra o cargada, con un electron no apareado (célibe) cori
otro en su caba mé_s externa; por lo tanto, el numero total de electrones de un radical libre es impar. :
Los ele'ctro"nes' soﬁ ‘pkartl’culas cargadas eléctricamente que inducen un campo magnético (carga) pol
rotacién 'so!:‘:re‘ksu‘ propio eje. Dentro de las moléculas, los electrones habitualmente se reunen en

pareé, mientras que el electrén célibe de un radical libre le confiere una cierta inestabilidad, tanto en

e'l‘plaho energético, tendiendo a obtener electrones célibes, como en el cinético, haciendo que las -

reacciones entre los radicales sean muy rapidas (8).

- Produccion de los radicales libres derivados del oxigeno (RLDO)
Los RLDO tienen su origen en el oxigeno molecular que es en si un radical (con dos electrones
"célibes), sin embargo, en comparacion con este dltimo, los RLDO son moléculas muy reactivas;

son generados por la reduccién en secuencia de oxigeno molecular hasta agua durante la

fosforilacion oxidativa (Figura 1). El anion superdxido (O,® ~) es la forma dlsocnada del rad:cal

hidroperoxile (HO,®), ambos son e! producto de la reduccién monovalente del oxfgeno molecular

(mediante el aporte de energia) y su presencia es extremadamente comuin en el organismo todo el
tiempo, ya que cerca del 2% del total del oxigeno consumido en’las mitocondrias resulta en
superoxndo Este radlcal no es muy reactivo, pero favorece la generacién de otras especies que si
lo son (;obre todo el hidroxilo); en presencia de iones H°, el anién superdxido sufre subitamente
réééciones de dismutacién, que implica un proceso de 6xido-reduccion entre moléculas de la

misma naturaleza (reacciones 1a, 1b y 1c) que puede ser espontaneo o por la accién de la enzima



2HO,* —» H,0,+0, (1a)
HO,®* + O,*” + H H.0, + O, (1b)
202.- + 2H+ —_— Hzoz + 02

En 1933 se propuso la reaccién de Haber-Weiss (Fritz Haber y Joseph Weiss), el radical
hidroxilo (*OH) se produce cuando el superéxido y el perdxido de hidrégeno reaccionan (reaccién

2)(12).

—_—

o S YT STt T

20,*” + H,0, O, + ®OH + OH" (2) j

Se ha demostrado que esta reaccion es muy lenta para ser de importancia en biologia, por lo
que en 1940 (Baxendale) se propuso la influencia de la reaccién de Fenton conocida desde 1S00

aproximadamente, en donde el hierro cataliza la reaccion de Haber-Weiss (reaccién 3). El hierro

2
ferroso ( Fe** ) es el donador de electrones en vez del superdxido y es oxidado a la forma férrica

(Fe3+ ). el peroxido de hidrogeno proviene del superdxido metabdlico (12).

Fe** + H,0, ™ Fe®™ +*OH+OH (3) §

= > = T s rawy

vy
El superdxido puede reaccionar con el hierro férrico y lo reduce a ferroso, de manera que

se establece un “ciclo” que hace que pocas cantidades de hierro catalicen la formacién de grandes

cantidades de radical hidroxilo (reaccidn 4) (12):

0,*" + Fe** > 0, + Fe** 4)

P ez er e vz P




El cobre en sus formas cuprosa { Cu®’) y cuprica ( ,Cuz*) puede funcionar.de manera -

similar (12,13). El H20, y el ®*OH son radicales libres altamente reactivos y puédén alterar lasﬁ

membranas celulares (1-3,8,11-13).

RLDO provenientes de la accidn de la_xantin oxidasa (X0O). La XO se distribuye ampliamente en

los tejidos sanos del cuerpo, donde existe en su mayoria (aproximadamente en un 80%) como
xantina deshidrogenasa (XD). Durante una hipoxia el trifosfato de adenosina (ATP) es degradado a
hipoxantina, que normaimente es oxidada a xantina por la XD usando dinucleétido de nicotinamida
y adenina (NAD). Al inicio de la isquemia baja la concentracion extracelular de caicio y se eleva la
intracelular debido a la deficiencia energética, lo que aumenta la actividad de proteasas que
estimulan la transformacién de XD a XO, llegando esta Ultima acumularse excesivamente. La XO
utiliza oxigeno en vez de NAD y en estado de hipoxia es incapaz de catalizar la conversidn de
hipoxantina a xantina, esto provee una gran cantidad de substrato para la produccién de ani6n
superdxido en una eventual reoxigenacion, porque en este proceso se lleva a cabo un rapido
metabolismo de la XO sobre la hipoxantina hasta uratos, produciendo una gran cantidad de dicho
radical (Figura 1) (2,12,14). Esto ocurre dentro de 10 a 30 segundos después del inicio. de la
reperfusion y da paso a la serie de reacciones ya descritas que producen otros radicales.b El

principal sitio de produccién de radicales libres es el endotelio vascular (14).

RLDQ provenientes de_la fagocitosis. Los neutrdfilos se acumulan rdpidamente en los tejidos,
durante un proceso de isquemia y reperfusion. Después de la fagocitosis de detritos celulares, los
neutréfilos aceleran en su consumo de oxigeno (“estallido respiratorio”) con activacion dé una
enzima de membrana {la NADPH-oxidasa) que cataliza la reduccién de este oxigeno en anion
superoxido (Figura 1) y la produccidn de perdxido de hidrogeno por una dismutacién del Gitimo; el
anién superéxido y el H,O, participan en la produccion de radical hidroxilo. La mieloperoxidasa de
los neutréfilos cataliza la produccidn de otros potentes oxidantes citotdxicos, como el écido'

hipocloroso proveniente del perdxido de hidrégeno y de cloro del citosol (reaccion 5)(1,2,8,12):

6



Ademds, el 4cido hipocloroso puede generar radicales hidroxilo, en reacciones analogas a
las de Haber-Weiss y Fenton, en vez del HyO; y usando al superéxido y al hierrn ferroso como

reductores, es decir, donadores de elecrones (reaccién 6) (12).

HOCI + 0,*~

HOCI + Fe2*

Glucosa 2ATP Y
004 ;

NATP -
Fosfolipidos
de membrana

Actlvaé:ié‘n Figura 1: Las diferentes vias de
ela — : i B
produccion de radicales libres en
fosfolipasa A el curso de la isquemia-reperfusion

7 W s /Fromb A
7 Garr araquiddénico —+-= rgm oxano A,

intracelutar CH
Xantina
\ deshidrogenasa

Xantina

oxidasa —-.\ .
O ATP \
[3l40P '
AMP—-Adenosina—~Hipoxantl
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-Dafios producidos por los RLDO: :
Cuando los sistemas de defensa annox:dante (véase més adelante) se ven rebasados, la accién de
los radicales puede alcanzar otros componentes celulares, tales como membranas, éc:dos -

nucléicos y proteinas, desencadenando el poder patdgeno de los radicales libres (1-3,8).

Lipoperoxidacién: i
La membrana celular tiene una peculiar vulnerabilidad al dafo por la oxidacion, el polo’ hidréfoSé
de los fosfolipidos estad constituido de dos cadenas de acidos grasos insaturados que poseeh‘;,
muchos dobles enlaces y que son especialmente sensibles a la agresién de los radicales. Cuando *
la membrana es dafada pierde su flexibilidad y solidez, con la alteracién consecuente de sus
funciones (8).

La lipoperoxidacion en las membranas representa una reaccion en cadena y se describe
en tres pasos, primero una iniciacién que toma lugar en un doble enlace de un acido insaturado; un
hidroxilo capta un atomo de hidrégeno para su transformacion en agua y los acidos grasos, debido
a una subita reorganizacion de sus dobles enlaces, en presencia de oxigeno se transforman en
radicales libres peroxi (ROO®). El segundo paso es la propagacién, que resulta cuando un radical
peroxi desprendido actua sobre una cadena insaturada vecina intacta con formacién de un
hidrégeno y un hidroperdxido (ROOH) inestable, mientras que el radical ROO® que €&l ha formado
puede comenzar un nuevo ciclo; los hidroperoxidos son degradados y forman varios alcanos y
aldehidos, como el malondialdehido. El tercer paso es la teminacién, que sucede cuando dos
radicales libres, pertenecientes o no a la misma molécula, crean dos puentes entre ellos; la
reaccién puede ser también frenada por el encuentro con moléculas captadoras, ¢ por la formacién -
de puentes entre las proteinas de membrana y el malondialdehido (8). :

Es probable que los RLDO no sean los Gnicos mediadores de dafo generados durante”;yt
una reperfusion, también podrian ser de importancia en este fenémeno algunas sustancias que"

participan en la reaccién inflamatoria, como el factor activador de las plaquetas, los eicosanoides,','

la fosfolipasa A; y las proteasas (Figura 2)(1,2,3,8).
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/ J Neutrsfilo FAE“M@“ -
Proteasas @
O35 OH' Eosinofilo
Radicales X
libres Leucotrieno
@
‘ Figura 2: Reaccién
e inflamatoria,
4 consecuencia de la
Dafio del : Neutrofilo liberacion de radicales
endotelio libres (8).
vascular
FAP: Factor de
Degradacion e activacién plaquetaria
del colageno SRRV Aumento de la
ydelas s — agregacién
proteinas de N - % + plaquetaria
estructura i 3 : ‘(} > N v I
‘ ) ,- e e J - O 'acuola :

Infittracién da
neutréflios

HIPERPERMEABJLIDAD CAPILAR
EDEMA INTERSTICIAL

Dario en tegjidos

Los RLDO pueden ejercer efectos directos en la estructura y funcion celulares, asi como efectos
indirectos por la alteraciéon en la homeostasis del calcio (2). Los dafios directos mas lmportantes
son causados por la peroxidacion de los fosfolipidos membranales, causando desajustes y llSlS en, :
las células y sus organelos. Esta lipo-peroxidacién requiere de la presencua de Fe y puede ser,i
propagada, ampliando la extensién del tejido dafado. Otros efectos dlrectos incluyen a: Ia-“
inactivacién de enzimas y la alteracién de cadenas de ADN debldas a Ia oxndacnén de protefnas y

acidos nucleicos inducida por el radical hidroxilo. Algunos de los daﬁos hsulares que son lnlc:ados
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por los RLDO de manera mdlrecta se deben a la acumulacaén de calcio liberado del reticulo

endoplasmico y las mctocondnas y por la entrada de calcio extracelular debida a la inactivacion de

la calcio-ATPasa de la membrana, ante el decremento en el ATP de la célula. La concentracién

elevada de calcio activa a la proteasa calpaina dependiente de calcio y a la fosfolipasa A2, ambas

pueden causar posterior dafio en la estructura celular. En resumen, el resultado es un dafo

estructural y la produccién de mediadores fosfolipidos, debidos a la activacidn de la fosfolipasa A2

(Figura 3)(1,2).

Isquemia
hipoxia: ATP

hipoxantina

Reperfusion temprana

Defensas antioxidantes
inadecuadas.

Dario tisular

- consumo de antioxidantes
- lipoperoxidacion

- inactivacion de enzimas
- inactivacion de bombas
ionicas

- funcion de receptores
deteriorada

- daffo al ADN

- muerte celular

Darfio en el intestino.

q oxigenoq

anion uratos
superoxido
l SOD e3+
H+
Peroxido l adical
de hidrogeno rrudrloxn

radical

xantina deshidrogenasa

xantina oxidasa

Defensas antioxidantes
adecuadas

No hay daio tisular

- consumo de antioxidantes
- reconstitucion de
antioxidantes

Figura 3: Panorama general
del dafo tisular inducido por la
reperfusion (1).

SOD: superdxido dismutasa

Ha sido bien documentado el dafio tisular que ocurre al restéurar el ﬂujo sanguin'eb, posteriormente

a un proceso isquémicb, en el "tejido: intestir)aln'kde perros, géto‘s, “caballos y ratas} Lds RLDO
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estimulan_la_guimiotaxis, adherencia y extravasacion leucocitarias, debido a que causan la
generacion de leucotrieno B, (LTB,), factor del complemento C5a, y factor activador de las
plaquetas (FAP) (18,19,20). Los neutrdfilos atraidos, generan a su vez, mas RLDO, con lo que se
crea un “circulo vicioso” (21). La cuantificacion de la actividad de la mieloperoxidasa en la mucosa
‘intestinal, se utiliza frecuentemente como un indice de infiltracion neutréfila y dafo en la mucosa.
Hay evidencia de que los granulocitos que residen en el intersticio, contribuyen mas al incremento
de la permeabilidad de la mucosa, asociada con un proceso de isquemia-reperfusion, que aquellas
células que llegaron del espacio vascular (22). La activacion de la mieloperoxidasa ocurre cuando
el leucocito se adhiere a bacterias. La produccion de superéxido, asociado con isquemia intestinal
y reperfusion, resulta en gran parte de la XO presente en el endotelic vascular y el epitelio de la
mucosa. Aun asi, el superoxido debido a los neutrdfiios parece contribuir al dafio oxidante (2).
Otras fuentes de radicales libres incluyen la sintesis de prostaglandinas (por la accién de la
ciclooxigenasa), las radiaciones ionizantes (radiolisis del agua tisular) y algunas reacciones

oxidativas de desintoxicacion, como en las que intervienen los citocromos P 450 (8).

Otros procesos patolégicos posibles en una isquemia-reperfusién intestinal.
La obstruccion intestinal provoca varios eventos significativos, los mas importantes son los
desequilibrios de liquidos y electrlitos, y la presencia de estado de choque (5).

Se desarrolla una distension en la porcién proximal a la obstruccién, donde se inorémentan
las secreciones intestinales y disminuye la absorcidon de liquidos. E! liquido que se acurﬁu\a ’ern'el
lumen contiene grandes cantidades de sodio, cloro, potasio y bicarbonato, con lo que se provoca
principalmente un desbalance acido-base e hipovolemia.

En el segmento intestinal obstruido, el nimero de bacterias se incrementa, pudiendo alcanzar
concentraciones similares a los que se pueden encontrar en el intestino grueso, los cambios en la
composicion de la microbiota, la hacen similar a la encontrada en las heces o en la cavidad oral. Las
bacterias que comunmente se ven involucradas en este proceso, son Streptococcus spp., Escherichia
coli, Bacteroides fragilis y Clostridium perfringes, esta Qitima tiene gran importancia en perros, ya que

se relaciona con muertes en individuos con procesos obstructivos intestinales. Algunas exotoxinas
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_bacterianas pueden estimular la secrecién intestinal uniéndose a las células mucosas de las criptas,
mientras que las endotoxinas se absorben y pueden causar endotoxemia y choque endotoxico (5).

La mucosa intestinal es uno de los tejidos méas susceptibles a los efectos dafiinos de los
procesos isquémicos. Una de las primeras manifestaciones del daflo a la mucosa por una
reperfusion es el aumento en la permeabilidad capilar que resulta en edema tisular y el
subsecuente movimiento de liquidos hacia el lumen intestinal. Los estudios morfolégicos indican

que este dafio es producido durante la reperfusién y no durante la isquemia (23).

Evaluacién de la lipoperoxidacion en el dailo por reperfusién intestinal.
La cuantificacién de las substancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS, por sus siglas en
inglés), es una técnica colorimétrica que se utiliza como indice de lipo-peroxidacién relacionado

con el dafo por reperfusién en diversos tejidos, incluyendo el intestino (2,15,16,17).

Evaluacién histoldgica del daito intestinal

Frecuentemente el dafio se evalla mediante la observacidn de cortes histolégicos ieﬁidos con
hematoxilina y eosina, para lo que se han descrito diferentes escalas de calificacion de darfios en el
intestino, esto dificulta la comparacion de resultados de estudios que utilizaron diferentes sistemas
de calificacion (24).

Un sistema estandar ideal debe relacionar la apariencia morfoiégica del dafio con la
severidad de la alteracién, produciendo resultados compatibles entre distintos observadores. Este
sistema entonces describe el dafio general de los elementos de la pared intestinal, incluyendo a las
vellosidades y las criptas, asi como evidencias detalladas de dafic en la mucosa y en la
submucosa. De manera tipica el dafio isquémico presenta una altera'cién progresiva que parte de
las puntas de las vellosidades y se extiende hacia ias criptas, de acuerdo con la duracién del
periodo isquémico. Por Ultimo, un sistema ideal debe ser presentado de manera ldgica, ser facil de
aprender y usar (24).

En un estudio, que compara los sistemas mas utilizados, se disefid un estandar que se

recomienda para su uso en estudios tipicos experimentales de isquemia-reperfusion (24).
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Sistemas de defensa antioxidante.

Enzimas especificas )
El organismo dispone de sistemas enzimaticos de defensa especif cos frente a la produccuén
fisioldgica de radicales libres; estas enzimas estan presentes dentro de Ia célula, que es ol smo de
produccién de dichos radicales, por lo que los mantienen normalmente en concentracnones muy
bajas (8). ' '

La SOD es una enzima que esta presente en todos los organismos aerobios vivientes con
dos variedades, la citosdlica que contiene cobre y zinc en sdbsitio activo, y la mitocondrial que

contiene magnesio. La SOD acelera considerablemente la dismutacién del superdxido en perdxido

de hidrégeno, accién que debe estar acoplada a las catal /peroxidasas para evitar la
acumulacion de peréxido de hidrégeno, con lo que se previene la formacién de hidroxilo (Figura 4).
Las catalasas estan localizadas exclusivamente en el interior de los peroxisomas, por lo
que su accidén es limitada, y su funcion es la de catalizar la dismutacién de peréxido de hidrégeno
en agua y oxigeno molecular.
La glutatidon peroxidasa (GPx) es une enzima citosdlica y mitocondrial que degrada la
mayor parte del peréxido de hidrégeno y lo transforma, en presencia de glutation reducido, en agua

y glutatién oxidado (8,10).

Captadores
de radicales
libres

L —P 02. -

Figura 4: La accion de
la superéxido
dismutasa (SOD)
debe estar acoplada a

[ ladelas

H.O. catalasas/peroxidasas
22 para evitar la

acumulacion de
perdxido de

*OH L

Catalasas .
peroxidasas

H,O
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Antioxidantes no enzimaticos *
Cuando los sistemas enzimdticos de defensa son insuficientes, se produce una acumulacion de

superéxido y perdxido de hidrogeno con produccion de radicales hidroxilo, contra los cuales n:ob

existen mecanismos enzimaticos naturales de defensa; entonces toma importancia la accién de'f
una seguhda linea de defensa formada por los captadores de radicales libres; la caracteristica’
comun de estos compuestos es que son facilmente oxidables, actian donando un electrén a
radical libre “estabilizdndolo” (1,8,10). En forma conjunta se menciona la importancia de otra
sustancias que no son propiamente captadoras de radicales, pero que tienen influencia en Aun‘
accion antioxidante. ‘

A nivel intracelular se mencionan ascorbato (vitamina C), cisteamina, hipotaurina, tauriné
cisteina, acido urico y bilirrubina; en la membrana se encuentran los relevantes a-tocofero
(vitamina E) y B-caroteno (provitamina A), asi como la coenzima Q y el fosfolipido GSH-Px; y eﬁ .
el liquido extracelular se incluyen al &cido Urico, albumina, cisteina ascorbato, glucosa y a-tocoferol
(todos son captadores), asi como transferrina, lactoferrina (se unen al hierro), ceruloplasmin’ad
(mantiene al hierro en forma férrica), haptoglobina (liga hemoglobina libre), hemopexina (liga he:rnc;j

libre) (1, 8). También se implica a sustancias como la vitamina E, vitamina C y el glutation ehAIVa S

‘reparacion del dafio” ya que pueden donar un electrén o un atomo de hidrégeno a moléculas - 3

oxidadas por radicales libres (12).

Posibles factores predisponentes y de variacién en el dafio por reperfusion
La disminucion de las defensas antioxidantes deja vulnerable a un tejido ante los RLDO que se
producirian en una reperfusion. Se puede determinar la concentracién de muchas de estas
sustancias en componentes sanguineos y se ha llegado a establecer el término “estatus Hiz
antioxidante”; dicho andlisis incluye la capacidad global antioxidativa del plasma, &cido trico, - :
albumina, vitaminas A y E, hierro, cobre, selenio, zinc, transferrina y ceruloplasmina, en el suero,
asi como giutation en la sangre y magnesio en el plasma y en los eritrocitos. (1, 25). ‘

La leucocitosis predispone en genéral a un daflo mas serio. En un estudio se observé que

la leucocitosis inducida por un factor estimulante de colonias de granulocitos provocé una mayor
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alteracién en el tejido intestinal de rata sometido a un dafo por reperfusion, mientras que la
leucopenia inducida ayudod a proteger al tejido (26).

Existe una vanacién en las defensas antioxidantes entre distintos 6rganos, distintas
porciones del mismo organo y en diferentes estructuras dentro de-.la célula, por ejemplé, la
concentracién de superéxido dismutasa en el intestino delgado es menor que en el estdmago y el

intestino grueso (1).
Aplicaciones terapédtlcas én e‘[ daﬂd por rebérfuslén.
Se puede reducik_elidéﬁo por pérte de los RLDO mediante:

1.- Técnicas de correccién del problema isquémico, como reducir el periodo de isquemia,
‘administrar antiinflamatorios para evitar la acumulacién de neutréfilos, perfusién con sangre con

bajas concentraciones de oxigeno o provocar una reperfusion lenta (1).

2.- Administracién de una dieta que suplemente antioxidantes, como vitamina E, vitamina C,
precursores de glutation, antioxidantes sintéticos (p. ej. hidroxitolueno). Aunque se sabe que las
deficiencias de antioxidantes en la dieta aumenta la susceptibilidad al dafio oxidativo, se reconoce
que el consumo excesivo de dichas sustancias es probable que no aumente la capacidad neta
antioxidante de los tejidos, ya que parece ser que el potencial antioxidante se encuentra bajo un

control homeostatico (1).

3.- Aplicacion de farmacos (Apéndice 1).

Muchos farmacos se han aplicado experimental o clinicamente, para prevenir o atenuar el dafio por
reperfusion, entre los que estan;

Los inhibidores de la xantin oxidasa, que al ser anélogos estructurales de la hipoxantina, inhiben.

competitivamente la conversidén de ésta a acido Urico, uniéndose fuertemente a la X0O; el ejemplo

mas importante es el alopurinol.
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Los captadores enzimdticos de los RLDQ, que catalizan la reduccion de los radicales_libres, p._ej.

la superéxido dismutasa y la catalasa.

Los captadores no enziméticos de los RLDO, por ejemplo mamtol y dlm tllsulféxldo que captan

radicales hidroxilo, albimina que captan hudroperéxldos de hp:dos dlmemtlourea que capta )

hidroxilos, perdxido de hidrégeno y acido hnpocloroso Aqul se puede |ncku|r tamb:én :a las ;

u efecto al ser aplicados

vitaminas E y C y al f-caroteno, pese a que se’ desconoce
exdgenamente durante la isquemia. ' . :
Los queladores del hierrg como la deferoxamina o la bleorﬁici_na qdé iﬁhibéh la formacion de
radicales hidroxilo catalizada por el hierro en la reaccion de"Fer»'lt“on. Las proteinas traﬁsferrina y
ferritina son queladores de Fe endégenos. '
Otros compuestos que pueden evitar el dafio por reperfusién incluyen a /os 21 aminoesteroides
que inhiben la lipoperoxidacién catalizada por Fe y la liberacion de &cido araquidénico,
corticosteroides que inhiben fa lipoperoxidaciéon, la actividad de la fosfolipasa y la funcidn
neutrofilica, antiinflamatorios no esteroides que inhiben la adherencia de neutrdfilos en el endotelio
y evitan los cambios vasculares que suceden a la accidn de la ciclooxigenasa, dextrano que inhibe
la entrada de neutréfilos a los tejidos, dxido nitrico y generadores de dxido nitrico que inhibe las
agregaciones plaquetaria y neutrofilica ademas de captar radicales superéxido, anticuerpos
monoclonales contra proteinas de adhaesién de los neutrdfilos, anestésicos locales y bloqueadores
de canales de calcio que intervienen indirectamente con el sistema de la NADPH oxidasa y
antagonistas de leucotrieno B, y del factor de agregacién plaquetarnia que disminuyen la infiltracion
neutrofilica al disminuir la produccion de sustancias quimiotacticas a los neutrdfilos, inhibidores de
la lipoxigenasa, inhibidores de la eleastasa, agentes neutropénicos, inhibidores de proteasas,
ebselen, que tiene actividad similar a la glutation peroxidasa, inhibidores de la calpaina y
precursores de fosfatidilcolina,.(1,3,17,27,28).

La aplicacion terapéutica de 4cidos grasos en forma de aceites para consumo oral o
emulsiones enterales o parenterales, es relativamente escasa (29). Se han realizado estudios que
evaltan el dafio por reperfusion en animales tratados con suplementos que. (:Onti‘enevnbécidos

grasos y se ha postulado que ciertos beneficios terapéuticos se pQéden étribuir a lé actividad
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antioxidante de algunos acidos g;'asos yala reduccfén de la liberacion de eicosanoides en tejidos -=+
reperfundidos (30,31). S

La mezcla de dcidos grasos VSF-1, es déscrifa por sus fabricantes como un compuesto

100% de origen vegetal a base de aceités hidrolizados derivados de soya, cartamo y pino;
saponificados para formar-una’ emulsidn compuesta por micelas (< 0.5 um) con caracteristicas
anfotéricas. El principio activo tiene un pH que oscila entre 10.5 y 14, mientras que la preparacion
intravenosa oscila entre 10 y 11. Asimismo, le atribuyen propiedades para restablecer las
membranas caiulares formando fosfolipidos después de algun dafio (32). La férmula del VSP-1 se
describe en el Apéndice 2. En trabajos piloto no publicados se observaron efectos benéficos por la
aplicacién del producto en casos de reperfusién intestinal (33).

Es notorio el aumento en la atencién puesta en las emulsiones lipidas para modular las
funciones celulares gracias a su contenido especifico de &cidos grasos o vitaminas liposolubles. En
este sentido, es de gran utilidad el desarrollo de productos con baja hidrosolubilidad para su
aplicacion parenteral, incluso estd en voga el desarrollo de emulsiones que permitan transportar
ingredientes activos solubles en agua, ya que las emulsiones tienen componentes hidrofilicos y
lipofilicos. Se ha estudiado el metabolismo de emulsiones hechas de mezclas de diversos
extractos lipidicos de vegetales y animales, y se ha encontrado que la eliminacion plasmatica de
tales preparados parece ser muy rapida y no se detecta una presencia prolongada de particulas de
emulsion; ademas, se ha observade que la captacion de distintos acidos grasos en diversas
células asi como su incorporacion a las membranas son muy rapidas (29,34). Otras ventajas de las
emulsiones es que pueden reducir el potencial hemolitico de algunas sustancias, ya que las
moléculas de emulsion suelen formar una interfase lipofilica a la cual se incorporan los ingredientes
con lo que se evita el contacto directo con los eritrocitos (35).

Cabe sedfialar que los tejidos con mds altos indices de metabolismo, captacién y
almacenamiento de acidos grasos son el intestino delgado, higado, adipocitos y musculo, esto tal
vez esta relacionado con la gran cantidad de proteinas ligadoras de &cidos grasos (PLAG) que

_ presentan. Las funciones de las PLAG incluyen modular enzimas especificas de las vias
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metabdlicas lipidicas, mantener las concentraciones de acidos grasos en la membrana y regular la

expresion de los genes sensibles a acidos grasos (Figura 5)(36).

reticulo
endoplasmico

P
PLAG(____ Gotas lipidica3
AG \

Figura 5: Transporte intracelular de AG. E! ingreso o la salida de AG a través de la
membrana toma lugar, ya sea por difusidn o por mediacién de proteinas. El transporte
en el citosol, desde o hacia los organelos, puede estar mediado por las PLAG.
Abreviaturas: AG: acido graso; PLAG: proteina ligadora de acidos grasos; AGS: acido

graso sintetasa (34).
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1.2 Justificacion

Dado que los procesos isquémicos intestinales son comunes en perros, y que a la mezcla de
acidos grasos VSP-1 se le atribuyen propiedades de restablecer membranas celulares formando
fosfolipidos, asimismo que se conoce la actividad antioxidante de algunos de los componentes del

producto, se estudid si dicho producto disminuye el dafio por reperfusion intestinal en perros.

1.3 Hipétesis

La administracion de la mezcla de acidos grasos “VSP-1" durante un proceso isquémico intestinal
previo a un proceso de reperfusion (ambos inducidos), atenuara el aumento en el indice de lipo-

peroxidacion y el dafio histoldgico en la mucosa intestinal de perros.

1.4 Objetivo

Evaluar la efectividad de la mezcla de &cidos grasos “VSP-1", aplicada por via intravenosa, en la
prevencién de los dafios generados por la reperfusién inducida a un segmento intestinal en perros,

mediante la determinacion del indice de lipo-peroxidacién y la calificacién del dafio histologico.
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m aterial y meétodos.

Se evalud la efectividad de la administracién de la mezcla de acidos grasos "VSP-1" en solucién
inyectable, durante una isquemia experimental previa a un proceso de reperfusion intestinal inducido

en perros segun la técnica quirargica realizada por Lorenzana L. (33)

Sujetos experimentales

Se utilizaron dos grupos de siete perros, uno testigo y el otro experimental. En el momento de
restaurar el riego sanguineo, el grupo experimental recibid la VSP-1 por la vena cefdlica en dosis
de 1 mL/kg; el grupo testigo recibid solucién salina al 0.9% en ia misma dosis por la vena cefélica.
Finalmente se les dio muerte con una inyeccion intravenosa de una sobredosis de pentobarbital
sddico.

Criterios de inclysion. Machos y hembras, de cualquier condicién genética, adultos, de 10 a 20 kg
de peso, clinicamente sanos y sin alteraciones, de acuerdo a los valores de referencia, en los
resultados del hemograma, perfil bioquimico y urianalisis. Los individuos permanecieron en ayuno
de 12 h y privados de agua al menos 2 h antes dela cirugia.

Criterios de_eliminacion. L.os perros que murieran antes de la reperfusion intestinal.

Técnica quirdrgica :

Los procedimientos se efectuaron én la 'Uni&ad de Ensefianza Quirtrgica” de la FMVZ, UNAM. En
la preanestesia se utilizaron: atrbpi‘ria (0044 mg/kg M), butorfanol (0.2mg/kg, IM) y acepromacina
(0.04 mg/kg IM), y como anestééi@'al péﬁtdbarbital sddico (20 mg/kg V). Para mantener el estado
de anestesia se aplicd pentoﬁarbitéi sédico “a efecto® sin rebasar los 33 mg/kg totales, y para
proporcionar analgesia se aplicé butorfanot {0.1mg/kg, 1V) cada vez que era necesario (signos de
dolor), pero, con intervalos no menores a una hora y media. Como cuidados especiales se incluyd

el uso de la atropina (0.02 mg/kg, IV) si se presentaba una bradicardia de mas del 20% y el apoyo
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mecanico respiratorio mediante una bolsa “Ambu” aplicando 2 seg._de inspiracion sostenida con

una profundidad igual al valor basal (referido en el neumograma) cada 5 min.

En una sala de preparaciones se administré al animal continuamente solucién salina al 0.9%

(10 mU/kg/h), mediante un aparato de venoclisis; una vez que los perros se anestesiaban, se les

realizé un amplio afeitado en el vientre y se les trasladé al quiréfano para colocarles una sonda

endotraqueal y los electrodos para el electrocardidgrafo y el neumdégrafo. Posteriormente se realizd

la cirugia llevandose a cabo los siguientes puntos:

Durante toda la ctrugfa se vngllé la frecuencia cardiaca y la frecuencna y profundldad respnratonas

Primero: antisepsia rigurosa aplicando solucién de povidona yodada con la técnica laminar
unidireccional.

Segundo: Incisién medial en las regiones xifoidea y umbilical que incluyé la piel, el tejido
subcuténeo, la linea blanca y el peritoneo parietal.

Tercero: se desplazd al omento mayor hacia el area craneal para descubrir el estdémago y ios
intestinos, se localizd la flexura duodenoyeyunal y se siguid manualmente el trayecto del
yeyuno para elegir la porcién en donde se realizd la intervencidon. El tramo seleccionado se
exteriorizd y aisld de la cavidad abdominal y de los bordes de la herida con compresas
himedas.

Cuarto: se provocd el proceso de isquemia durante 100 min mediante la oclusion total de la luz
propia de una porcion de 15 a 20 cm de yeyuno (con férceps intestinales), asi como de arterias
y venas yeyunales y arcos marginales que riegan el tramo (con pinzas hemostaticas
acondicionadas). Durante la isquemia se mantuvo al érgano dentro de la cavidad abdominal y
fa herida se ocluyd temporalmente con algunos puntos de sutura simples para evitar la
deshidratacion y el enfriamiento del contenido de la cavidad abdominal.

Quinto: se provocd la reperfusion retirando los instrumentos que ocluian a los vasos
sanguineos.

Sexto: se cerrd la cavidad’ abdominal suturando los planos incididos y se finalizé la cirugia.

con la ayuda de un f' suégrafo (Physiograph® MK-IV Narco Blo-systems Calrfomla EEUU) y de los-
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transductores correspondientes asi como_ clinicamente la profundidad de la anestesia, la calidad

del pulso en |a arteria femoral y la temperatura rectal.

Coleccién de muestras, Se realizaron 3 muestreos siguiendo el modelo de Badylack S.F., et al.

(37), el primero a los 20 minutos previos a la isquemia, el segundo a los 20 minutos posteriores a la -
reperfusion, y el tercero a los 60 minutos posteriores a la reperfusion. Se suturd el fht’éstino
después de tomar cada muestra utilizando el patrén “Cushing-Connell", para evitar Ia filtracion 'dei
contenido intestinal. Cada muestreo consistid en una biopsia de tejido intebstir‘aalr ‘dé
aproximadamente 1 cm? que se conservd en formalina neutra al 10% para la evalﬁacién
histopatoldgica, y otra de aproximadamente 1 g de tejido intestinal para la medicién de TBARS,

que se congeld en nitrdgeno liquido para su conservacion.

Valoraciones

1.- La calificaciéon de los dafios histoldgicos en las biopsias intestinales se realizé de acuerdo con
Quaedackers et al. (24) quienes utilizan una escala de calificaciéon de los dafios observados del O
al 7, adaptado para su uso en estudios tipicos experimentales de isquemia-reperfusion
{Apéndice3). k
2.- La concentracion de substancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS), como un indice de
. lipo-peroxidacién en la mucosa intestinal, mediante la técnica descrita por Ohkawa et al. (Apéndice
4) (15). '
3.- Temperatura rectal y frecuencias cadiaca y respiratoria en los siguientes momentos:

- Inmediatamente antes de inducir la isquemia.

‘= A los 30 minutos de isquemia.

- Alos 100 minutos de isquemia, previamente a la reperfusion.

- Al comienzo de la reperfusion,

-~ Alos 20 minutos de la reperfusién.

- Alos 60 minutos de la reperfusion.
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Andlisis estadistico | e i
VPVara arnaliz_ér;vlés‘fesﬁlt’adosbde las calificaciones del dafio histolégico se realizé-la prueba no
param'étkr,icya" dé 'k“VV'l!kt’:oxon' (suma de rangos para dos muestras) y su opcién ‘;pmeba exacta", para »
cc‘;mp‘ar:ar‘kl:a_s‘k medias.de las sumas de las calificaciones dé ambos grupos por los tres tiempos de
mueétféb, k:varsikbcpmo las medias de las calificaciones de ambos grupos. por cada tiempo de
muestréo, ufilizando el procedimiento NPAR1WAY del sistema estadistico SAS.
o ,‘Para analizar los resultados de las concentraciones de TBARS y los valores de constantes
" fisiologicas, se realizé un andlisis de varianza utilizando el procedimiento de “Modelos Lineales
Generalizados” (GLM por sus siglas en inglés) y su opcién de “Medias de Cuadrados Minimos®
(LSMEANS por sus siglas en inglés) del sistema estadistico SAS. Se analizaron las
concentraciones de los tres distintos tiempos de muestreo para los grupos experimental y testigo
(seis datos en total), para evaluar las diferencias entre cualquier probable comparacion (cada dato

con los otros cinco).



Egs.u.l.t.adgs..-....--..--...

Fase qunirgica.
En términos generales el comportamiento fisiolégico de los animales de los grupos testigo 'y

experimental fue similar durante el proceso anestésico.

Se puede describir un patrén de taquicardia durante gran parte de la cirugia,

principalmente desde los 30 min de isquemia, hasta los 20 min de reperfusién, atribuible al estado

de hipoxemia en el que se encontraban los animales debido al proceso anestésico. Cabe
mencionar que el perro nimero cuatro del grupo testigo y lo perros uno y tres del experimental,
presentaron arritmias transitorias en el momento de la reperfusidn y sin relacidon con la inspiracién.
Durante todo el proceso se observd una baja en la frecuencia y la profundidad de Ia respiracion,
especialmente en las ultimas fases quirdrgicas, atribuible a la depresién producida por los
farmacos utilizados para la anestesia; una excepcion la constituyen los momentos en que se
elevaba la frecuencia respiratoria debido al dolor.

En cuanto a la temperatura rectal y las frecuencias cardiaca y respiratoria, no existieron
diferencias significativas (p< 0.05) entre los dos grupos experimentales, en ninguno de los tiempos
evaluados (Graficas 1,2y 3).

Al término de la isquemia, al ser exteriorizado el segmento intestinal, se observé en
general la apariencia distendida, edematosa y coloracién que variaba entre rojo, violeta y negruzco;
el segmento tenia una temperatura menor que el resto de las visceras, la motilidad por lo ge.nefal
era nula y la consistencia era siempre mas tensa. Cuando se reestablecia el flujo sanguineo se
podia apreciar de inmediato el retomo de la motilidad y, minutos después, el cambio de coloracién
que tendia a ser mas claro, sin embargo, la apariencia nunca volvia a ser como 1a que tenia antes
de la manipulacién (basal). Al momento de incidir el intestino para tomar las muestras, se
apreciaba el flujo de un liquido rojizo y la m‘ﬁcosa solia presentar acumuios de sangre y fibrina,

ademas de una coloracion parecida a ia del exterior del segmento.
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Calificacign del dafio histoldégico.

Las medias del total de las calificaciones por todas las muestras fue de 2.69 en él grupo testigo y

de 2.40 en el experimental, sin embargo no fueron significativamente diferentes (p= 0.31).

Las medias del grupo experimental fueron menores que las del grupo testigo. en los

muestreos a los 20 y 60 minutos de reperfusién (Gréfica 4), sin embargo no fueron

signifi catwamente diferentes (p= 0.48 y p= 0.29, respectivamente).
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Los resultados completos del analisis estadistico de los resultados de la evalqacién del darfio

histologico se incluyen en el Apéndice 5.

indice de lipoperoxidacidn (concentracién de TBARS).

El modelo general, dando como fuentes de variacién a los efeétos exclusivos de tratamiento .y

tiempo, asi como al efecto combinado de tratamiento mds tiempo, tuvo un’ coeficiente de:

* determinacisn (r?) de 0.81 (p= 0.0001).
El efecto del tiempo sobre la presentacién de dafio en el intestino fue altamente
significativo en ambos grupos (p= 0.0001), es decir, las concentraciones de TBARS fu,'xeron
mayores conforme paso el tiempo en el experimento; el efecto combinado del tratamiento mas eklk

tiempo resulté significativo (p= 0.154) y el efecto del tratamiento resultd significativo (p= 0406)

(cuadro 1). La media de la concentracion de TBARS a los 60 min posteriores a la reperfusion.

resultd menor en el grupo experimental que en el testigo (0.285 nmol/g y 0.168 nmol/g,

respectivamente), por lo que el incremento de TBARS con respecto al grupo testigo fue menor en
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‘un 67%. (Gréfica 5) y resulté significativamente diferente de la-media del.grupo testigo al mismo

tiempo de muestreo (p= 0.001) (Apéndice 6).
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Cuadro 1. Resultados del andlisis de varianza de las concentraciones de TBARS.

Fuente de GL Suma de Cuadrado de la Valorde F Pr>F
| variacidn cuadrados media
{ Tratamiento 1 0.00677878 0.00677878 4.79 0.0406
Tiempo 2 0.06734274 0.03367137 23.81 0.0001
Trat. mas tiempo 2 0.01464644 0.00732322 5.18 0.154

Los resuitados completos del andlisis estadistico de los resultados de las concentraciones de

TBARS en las biopsias intestinales se incluyen en el Apéndice 6.
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En este estudio se obtuvieron datos valiosos para evaluar la severidad del dafio poi' reperfusion, ya

que la determinacion del danfo histologico y de la concentracién de TBARS son parie fundamental

de los métodos incluidos en trabajos similares realizados en perros a los que induce a un dafio por

reperfusion intestinal (37,38,39) en este estudio se dedujo que el procedimiento quirdrgico resulté
eficaz para provocar la lipoperoxidacién del tejido. Con base en los resultados obtenidos, se hace

evidente que no hubo un beneficio histoldgico debido al tratamiento, lo que contrasta con lo

informado en otros estudios en donde ciertos compuestos han logrado atenuar el dafo, incluso en

tiempos similares de muestreo (38,39.40,41). Sin embargo, es probable que en un periodo de
muestreo mas amplio (hasta de algunos dias), se pudiera observar una atenuacién del dafio
histolégico, empero, esta especulacion sélo se podra confirmar con estudios posteriores.

Las concentraciones de TBARS en el yeyuno de los perros utilizados, tanto en valores
basales, como en los resultantes de la induccién del proceso de isquemia-reperfusion, fueron
similares a las obtenidas en otros estudios que valoraron los mismos especimenes (37,39).

v La atenuacién de la lipoperoxidacion observada en el presente trabajo, constituye el punto
més importante de los resultados, ya que al disminuir el efecto oxidativo de los radicales libres
sobre los fosfolipidos membra;iales se evitan las alteraciones a las células y sus organelos
descriias en el capitulo de introduccidon, ademas de que se bloquea un fenédmeno clave en la
propagacion del dafio por reperfusion, que es la acumulacién de neutréfilos en los tejidos y la
: consiguiente generacidon masiva de radicales libres, debido a que al atenuar la lipoperoxidacién se
disminuye la generacidn de sustancias quimiotacticas para los neutréfilos (1,2,8,12,18,19,20).

La disminucidén del! indice de lipoperoxidacion en un tejido reperfundido puede tener

beneficios terapéuticos, sin embargo, el daifio por reperfusién es muy complejo, por lo que es

conveniente la evaluacién de otros indicadores del dafio, como la evoiucidn clinica, la capacidad
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antioxidante, el factor de agregacién plaquetaria, la fosfolipasa A;, el dafio histoldgico a median ;
plazo, e incluso el indice de lipoperoxidacion y las concentraciones sanguineas de acidos gr’asds".y—
triglicéridos a mediano plazo, ya que el intestino delgado tiene gran concentracién de protefhésA
ligadoras de acidos grasos y por lo tanto, una depuracion lenta de los mismos, lo que podriavéér
contraproducente; aunque se asume una rapida incorporacién de acidos grasos a los tejidos, asl
como una rdpida eliminacion plasmatica (42), llama la atencién que aqui se observd uriq
disminucién en la lipoperoxidacién relativamente tarde (hasta los 60 min de reperfusion), por lo‘qukye;
es conveniente evaluar otros momentos de aplicacidon de la VSP-1 durante el proceso de isquemf;;\
reperfusién, e incluso, otras dosis. k

También es posible que el beneficio mostrado por la mezcla de Acidos grasos VSP-1 sv/é,

deba sélo a algunos de sus componentes, ya que se tienen pocos datos farmacocinéticos de "

preparaciones parenterales de acidos grasos. S$e sabe que la VSP-1 contiene algunos &acidos.
grasos omega-3 (véase Apéndice 2) y que dichas sustancias se incorporan a los fosfolipidos
membranales, modulan respuestas celulares a varios estimulos e influyen en diversos procesos
metabdlicos intracelulares, incluso influyen directamente en la produccién de eicosanoides y, en
términos practicos, reducen las respuesta inflamatoria y trombética (44); sin embargo, con la
informacién disponible, no es posible aseverar la utilidad de los demas acidos grasos que
componen la férmula de la VSP-1, aungue los fabricantes de ia misma atribuyen gran importancia
a la interaccién quimica de todos los constituyentes de la mezcla (32).

Asimismo,.se logrd demostrar clinicamente la inocuidad de la VSP-1 por via intravenosa durante
una hora de observacion enfocada principalmente a unas eventuales alteraciones en las
constantes fisioloégicas valoradas, lo cual resulta de importancia debido a que la aplicacién de
emulsiones por esa via es relativamente poco usual. De hecho, algunos autores afirnan que se
deberla considerar més a las emulsiones intravenosas para rﬁpduiar la funcién celular mediante el
contenido especifico de &cidos grasos y vitaminas liposolubles .(42). En etapas posteriores se
podria intentar una terapia mixta con captadéres:de rédicaleé libres u otros atenuantes de! daﬁp

por reperfusion.




Egnglus_igne.s---.

Con base en los resultados obtenidos y bajo las condiciones de este trabajo se puede establecer que;

1.- La mezcla de acidos grasos en emulsion denominada VSP-1 “Virus-sin”, atenub la formé'ién .de

sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS) que son indicadoras de hpoperox:dacuén deblda a

radicales libres derivados del oxlgeno (RLDO).

2.- En este estudio no se pudo comprobar e! beneficio clinico de la apllcacnén de la VSP-1 debldo a

que se dio muerte a los animales inmediatamente después del proced:mle quarurglco

3.- Las valoraciones histopatoldgicas y de la concentracién de TBARSS"Q‘FI yé!idés y-reproducibles

para la evaluacion del dafo por reperfusion intestinal en perros.. . -

4.~ La apllcacnén de la VSP 1-no moslré reacc:ones adversas aprec:ables chnlcamente durame el

experimento.
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APENDICE 1

FARMACOS QUE PUEDEN REDUCIR EL DANO POR REPERFUSION

Farmaco

Mecanismo

inhibidores de [a XO
Alopurinol
Oxiputinol
Acido félico
Prerina aldehido
Inhiibdores de la NADPH oxidasa
S0D y SOD-miméticos
SOD bovina
SOD humana reombinante
Manganeso
Catalasa
Captadores no enzimaticos de RLDO
Albdmina
Manitol
OMSO
OMTU
21-aminoesteroides

Oxido nitrico y generadores de 6xido nitrico

Inhbidor del ciclo redox del hierro
Deferoxamina

Inhibidores de la fosfolipasa A;

Quinacnna

Dexametasona
Agentes anti-neutrafilng
Anticuerpos monocionales CD11/CD18
Antagonistas del FAP
WEB 2086
BN 52021
Antagonistas del LTB,
LY-255283
SC-41930
Inhibidor dela lipoxigenasa
Acido norihdroguayarético

Adenosina

inhibidores de ta eleastasa
Eigin C
L658,758

Agentes neutropénicos
Suero anti-neutrofilos
Hidroxiurea

Inhibidores de la ci ig

inhibidores de proteasa
Inhibidor de tripsina de soya
Aprotinina
Ovomucoide de pavo
Ebselen

Precursores de fosfolipidos
Citicolina

Inhibidores de la calpaina
Calpastatina

Péptidos inhibidores de la calpaina

inhiben la actividad de la XO

Inhiben la NADPH en los neutrdfilos
Promueven la dismutacion de O,® - a H:0;

Cataliza la conversion de H,0;a H,O

Capta LOOH y HOCI!
Capta O;*"

Capta OH"

Capta O;*" y H,0,
Capta LOOH y 0;**

Capta O;® - y actividad antiinflamatoria
Quetla al hierro, lo que inhibe {a conversion de H;0:;a OH"

Inhiben a la FLA, , lo que reduce la liberacién de metabolitos de
fosfollpidos membranales

Bloquean las moléculas de adhesion CD11/CD18
Bloquean las moléculas de adhesion neutrofilica dependientes de)
FAP

Previenen la quimiotaxis y adherencia neutrofilicas

Previene la formacién de LTB, y consiguientes quimiotaxis y
adherencia neutrofilicas

Interfiere con la adherencia y extravasacién neutrofilicas

Inhiben la eleastasa, lo que previene la extravasacion neutrofilica

Reducen los neutréfilos circutantes, lo que reduce la adherencia y
extravasacidon

at

q 1 la produccion de pr glandinas y tromboxano

Neutralizan los efectos pr liti de las prot
con su sitio catalitico y formando un complejo estable

Actividad parecida a la glutation peroxidasa, ademas de accién
antiinflamatoria

Promueven ia is de f ilcolina princip
|la cantidad de fosfolipidos libres

inhiben las acciones de la calpaina sobre las protelnas del
citoesqueleto y clras proteinas celulares.

y reducen

Abreviaturas: XO, xantina oxidasa; NADPH, fosfato de nicotinamida dinuciedtido. SOD, superéxido dismutasa; O:* radical
superoxido; H:0:, peréxido de hidrégeno; H:0O, agua: LOCH, hidroperéxidos lipidos; HOCI, adico hipocloroso; OH*, radical
hidroxilo; DMSO. dimetl sulféxi DMTU. di iitiourea; PLA; , fosfolipasa A;; FAP, factor de activacién plaquetaria; LTB.,
leucotrieno B..

Cuadro modificado: Moocre RM, Muir WW,Granger ON (3).




APENDICE 2
FORMULA DEL vsP-1

Acido graso Contenido en
gramos
Acido miristico........cccevvrvennnn 0.0261
Acido miristoleico................... 0.2701
Acido miristolénico................ 0.0355
Acido palmitico...................... 0.4771
Acido oleico........eevrireeernn 50.3034
Acido linoleico...................... 36.5040
Acido linolénico.......c...ccceiun. 2.8391
Acido araquidico.................... 2.2745' 2
Vehiculo cbp....ccccvvviinieennnen. 100.00 mL

Es un compuesto 100% de origen vegetal a base de aceites hidrolizados derivados de soya,
cartamo y pino; saponificados para formar una emulsiéon compuesta por micelas (< 0.5 um) con
caracteristicas anfotéricas. El principio activo tisne un pH que oscila entre 10.5 y 14, mientras
que la preparacidn intravenosa oscila entre 10y 11.

* Producto “VIRUS-SIN®, elaborado por: "Industrias SIN-FIN® S.A. de C.V. Calle Edzna num 106 bis, Colonia Independencia,
México D.F. Teléfono 56724934
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B APENDICE 3 R e
ESCALA DE CALIFICACION DE LOS DANOS OBSERVADOS EN ESTUDIOS TiPICOS X
EXPERIMENTALES DE ISQUEMIA-REPERFUSION (SISTEMA PARK/CHIU) (24)

Calificacion I Descripcion

0 1 Mucosa normal

1 Espacio subepitelial en las puntas de las

vellosidades
2 Espacio subepitelial extenso con
B o desprendimiento moderado e
3 i Desprendimiento masivo lateral en las
| vellosidades, algunas puntas desnudas

4 Vellosidades desnudas, capilares dilatados
5 Desintegracion de la lamina propia

6 _ Dario en las criptas

7 Infarto transmucoso

8 Infarto transmural

Los cortes histologicos se tifieron con hematoxilina y eosina, se identificaron al azar con la -
ayuda de una tabla de numeros aleatorios y los evaluaron dos patélogos como’
observadores independientes, con lo que se obtuvieron dos calificaciones para cada
muestra; se hizo el andlisis estadistico con un solo dato por muestra a partir del promedio de

dichas calificaciones.
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: APENDICE 4.
TECNICA MODOFICADA DE OHKAWA ET AL. PARA MEDIR SUSTANCIAS REACTIVAS Acibo
TIOBARBITURICO (TBARS) EN TEJIDOS ANIMALES (15). =

Se preparé un homogeneizado a razén de 1 g de tejido humedo, con 9 mL de solucién de

KCI al 1.15%, con un tubo de cuarzo y un pistilo de teflon acoplado aun taladro eléctrico.
A 0.2 mL de hvovl;no*géhefiado se la agregd:

- 0.2 mL de solucién de dodecil-sulfato de sodio al 8.1 %.
- 1.5 mL de solucién de &cido acético a! 20 % ajustada a un pH de 3.5 con NaOH.

- 1.5 mL de solucién acuosa de acido tiobarbitlrico al 0.8 %.

La mezcla se aford a 4.0 ml con agua destilada, y luego se calentd en un bafio de aceite a
95°C por 60 minutos, con una esfera de vidrio como condensador.

El tubo se enfrié con agua de la llave, se le agregd 1.0 mL de agua destilada y 5.0 mL de una
mezcia de n-butanol y piridina (15:1) y se agité vigorosamente.

Después se centrifugd a 4000 rp.m. per 10 minutos para tomar el sobrenadante, que
presumiblemente contenia la capa orgéanica.

Por dltimo se midi® su absorbancia a 532 nm. Como estandar extermo se utilizé 1,1,3,3,-
tetrametoxipropano en concentraciores de 10,20,40,60 y 80 nmolll, y la concentracidon de
lipoperéxidos se expresé como nm de malondialdehido por gramo de tejido.

El malondialdehido es un derivado de los lipoperdxidos de dcidos grasos polinsaturados con tres

o mas dobles enlaces.
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, APENDICE 5
ANALISIS ESTADISTICO PARA LAS CALIFICACIONES DEL DANO HISTOLOGICO EN BIOPSIAS DE
YEYUNO DE PERROS INDUCIDOS A UN DANO POR REPERFUSION

Prueba no paramétrica de Wilcoxon (sumas de rangos), para las muestras de los tres
tiempos en conjunto, clasificada por grupos.

Grupo N Suma de Esperado bajo Desv est. Media de la
ificaciones la HO bajo la HO, calificacion

Testigo 21 56.5 535 3.18 269

Experimental 21 50.5 53.5 3.18 240

Prueba exacta de un lado: p= 0 31

Prueba no paramétrica de Wilcoxon (sumas de rangos), para las muestras basales,
clasificada por grupos.

Grupo N Suma de Esperado bajo Desv est. Media de la
calificaciones fa HO bajo ia HO N

Tesfigo 7 4 4 055 057

Experimental 7 4 4 0.55 0.57

Priteha axacta de un lado’ p= 0 60

Prueba no paramétrica de Wilcoxon (sumas de rangos), para las muestras a los 20
min de reperfusion, clasificada por grupos.

Grupo N Suma de Esperado bajo Desv est. Media de ia
cali iones ta HO bajo la HO calificacion

Testigo 7 235 225 3,43 336

Experimental 7 215 225 3.43 3.07

Prueba exacta de un lado’ p= 048

Prueba no paramétrica de Wilcoxon (sumas de rangos), para las muestras a los 20
min de reperfusion, clasificada por grupos.

Grupo N Suma de Esperado bajo Desv est. Media de ia
calificaciones la HO bajo la HO calificacién

Testigo 7 29 27 3.94 4.14

Experimental 7 25 27 3.94 3.57

Prueba exacta de un lado: p= 0.29

Para analizar los resultados se utilizé el procedimiento NPARIWAY del sistema estadistico SAS,
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APENDICE 6
ANALISIS ESTADISTICO PARA LAS CONCENTRACIONES DE TBARS EN BIOPSIAS DE
YEYUNO DE PERROS INDUCIDOS A UN DANO POR REPERFUSION

i to GLM (Modelos Lineales Generales)

Vanable dependlenle CONCENTRACION DE TBARS
Fuente de Grados de Sumade ! Media cuadratica | Valorde F Pr>F
variacién Libertad cuadrados
Modelo 15 0.12839310 0.00855954 6.05 0.0001
Error 20 0.02828357 000141418
Total corregida 35 0 15667667
R-cuadrada [ Coeficiente de vanacion [ Raiz MSE [ Media var. dep.
0.819478 123.680852 1 0037606 (0.157950

Grupo Media de la concentracién I Error estandar [ HO:LSMean1=LSMean2
de TBARS. i i Pr> |t

Testgo ! 0.17167222 ] 000886372 ! 00406

Experimental I 014422778 I 0.00886372 I

* LSMean 1= Cuadrado minimo del grupo testigo y LSMean2= del grupo expenmental

Fuente de GL Suma de cuadrados Media cuadratica l Valor de F Pr>F
jvariacién . N . J S

Tratamiento 1 0.00677878 0.00677878 i 479 0.0406

Procedi 1to GLM {Modelos Lineales Generales)

Medias cuadraticas minimas{Least Squares Means)
Medias cuadraticas minimas para el etecto TRATAMIENTO TIEMPO
Pr > |t} para HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Variabie dependiente. CONCENTRACION DE TBARS

Tratamiento Tiempo 7, Media cuadratica | Error estindar Pr>|t Nomero en el
| de la resp. | procedimiento
! LSMEAN
1 010035000 | 0.01535241 <.000
2 016238333 i 0.01535241 =.000 p:
3 0.25228333 | 0.015 41 <.000
1 010851667 1 0015 41 <000 4
2 0.15573333 il 015 41 i «.000 5
] 3 | 0 16843333 | 0 01535241¢ 1 < 0001 6
ij 1 2 3 4 5 6
1 0.0097 <.0001 0.7108 0.0180 0.0052
2 0.0097 0.0005 0.0221 0.7626 0.7824
3 <.0001 0.0005 <.0001 0.0002 0.00t0
4 0.7108 0.0221 <.0001 0.0418 0.0121
5 0.0190 0.7626 0.0002 0.0418 0.5651
6 0.0052 0.7834 0.0010 0.0121 0.5651

Para analizar los resuitados se utilizé el procedimiento de “Modelos Lineales Generalizados® (GLM
por sus siglas en inglés) y su opcion de “Medias de Cuadrados Minimos® (LSMEANS por sus siglas
en inlgés) del sistema estadistico SAS.
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