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Resumen

Introduccion. La preservacion de la mucosa intestinal ofrece
resultados desalentadores que influyen en la viabilidad del in-
jerto y supervivencia del paciente. El objetivo es valorar si la
octreotida es capaz de prolongar el tiempo de preservacion y
mejorar la calidad del injerto intestinal.

Material y métodos. Se han empleado 60 animales (ratas
Wistar) distribuidos en dos grupos, octreétida y control, en
cada uno de los cuales se ha practicado la extraccion y preser-
vacion del injerto de intestino delgado (6, 12, 24 h). Posterior-
mente, se cuantifico el contenido de TNF-alfa intraluminal y
se valoré el grado de daiio histolégico.

Resultados. El grupo tratado con octreétida presenté un
descenso significativamente estadistico del contenido de TNF
intraluminal; asimismo, presenta de forma consistente un me-
nor grado de dafio histoldgico en todas las clasificaciones em-
pleadas.

Conclusiones. El efecto citoprotector de la octreotida, su ca-
pacidad de inhibir la liberacién de proteasas luminales por
parte del pancreas, asi como su accion estabilizadora sobre el
mastocito mesentérico pueden explicar que disminuya el daino
total, ampliando la “ventana” terapéutica.
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EFFECT OF OCTREOTIDE IN SMALL
BOWEL PRESERVATION

Introduction. In terms of graft viability and patient survival,
the outcome of the preservation of the bowel mucosa is
discouraging. The objective of the present study was to assess
the role of octreotide in prolonging the preservation time of
the intestinal graft and improving its quality.

Material and methods. Small bowel grafts were resected
from 60 Wistar rats and preserved for 6, 12 or 24 hours in the
presence or absence of octreotide. Subsequently, the level of
intraluminal tumor necrosis factor alpha (TNF-o) and the
degree of histological damage were determined.

Results. The group treated with octreotide presented a
statistically significant decrease in intraluminal TNF-o and
consistently showed less histological damage according to all
the classifications applied.

Conclusions. The cytoprotective effect of octreotide, its
capacity to inhibit the release of luminal proteases by the
pancreas and its stabilizing effect on mesenteric mast cells are
responsible for the reduction in overall damage, widening the
therapeutic window.
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Introduccion

El trasplante de intestino delgado ha experimentado grandes
avances gracias a la utilizacion de los nuevos agentes inmuno-
supresores. Sin embargo, la preservacion de la mucosa intesti-
nal ofrece resultados desalentadores que influyen en la viabili-
dad del injerto y supervivencia del paciente.
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Actualmente, el trasplante de intestino delgado se enfrenta al
objetivo de prolongar el tiempo de preservacion, abriendo la
posibilidad de conseguir una buena compatibilidad inmunol6-
gica y la eliminacién de bacterias potencialmente patdgenas,
asi como la manipulacién de la carga inmunoldgica del injerto,
lo que favorece fenémenos de tolerancia que permitan una su-
pervivencia del injerto a largo plazo.

Por otro lado, se debe mejorar la calidad del injerto intestinal,
reduciendo el dafio total del injerto, el cual condiciona episodios
de rechazo mads frecuente e intensos, asi como la translocacion
bacteriana responsable de fendmenos de sepsis, considerada la
primera causa de muerte.

Con estos objetivos hemos utilizado la octreétida, que posee
un conocido efecto citoprotector directo sobre la mucosa intes-
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Fig. 1. Evolucion de los valores medios
de TNF-alfa.

tinal. Ademds, por su inhibicién de la secrecién exocrina del
péncreas, asi como por su capacidad para modular la degranu-
lacién de los mastocitos mesentéricos, logra disminuir la libe-
racion de sus mediadores (histamina, TNF-alfa), lo cual podria
atenuar su accion lesiva local.

Material y métodos

Se han empleado 60 ratas Wistar machos, con un peso de
250 + 50 g. Todos los animales fueron alimentados con piensos
estdndares y se mantuvieron en condiciones naturales con res-
pecto al ciclo de luz-oscuridad, siguiendo en todo momento las
indicaciones dictadas por la declaracién de Helsinki. Los ani-
males fueron criados y tratados con rigurosa ética, tal como re-
coge la legislacion espaiiola en el Real Decreto 223/1988, del
14 de marzo, sobre la proteccion de animales utilizados con fi-
nes experimentales.

Los 60 animales fueron distribuidos en dos grupos: uno tratado
con octredtida (n = 30) y otro control (n = 30), en cada uno de los
cuales se practico la extraccién del injerto de intestino delgado.

Se procedid a la anestesia del animal con quetamina (10
mg/100 g), diazepam (0,75 mg/100 g) y atropina (0,05 mg/100 g)
por via intraperitoneal. Se utilizé el procedimiento de extrac-
ci6n modificado por Zhong! a partir de la técnica de Monchik y
Russell.

Se realiz6 una laparotomia media, exponiendo el marco coli-
co, que nos permite la ligadura de las arterias célica izquierda,
media, derecha, asi como los vasos ileocecales.

Expusimos el marco gastroduodenal para la diseccion de las
venas porta y mesentérica superior que exige la ligadura y sec-
cion de las arterias y venas pancreaticoduodenales media e in-
ferior. El intestino delgado se secciond en el dngulo duodeno-
yeyunal y el ileon, siendo resecado el resto de intestino.

Un segmento largo de la aorta que contiene la arteria mesen-
térica superior se disec6 mediante ligadura y seccion de la arte-
ria renal derecha, colocando una ligadura por encima del ori-
gen de la arteria mesentérica superior que fue anudada justo
antes de iniciar la perfusion.

Seguidamente, el tronco celfaco, asi como las venas tributa-
rias de la porta (vena pildrica y esplénica), se ligaron, quedan-
do esta dltima libre hasta su entrada en el hilio hepdtico.
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La aorta fue canulada mediante un fino catéter de polietile-
no, que hicimos progresar hasta el origen de la arteria mesenté-
rica superior. Se anudé la aorta sobre dicho catéter y se inicié
la perfusion del injerto con 2 ml de solucién de Wisconsin,
comprobando el libre flujo de la solucién por el eje mesentéri-
co-portal, momento en que se secciond la vena porta para evi-
tar la congestion espldnica. La presion de perfusion nunca ex-
cedi6 de 30 cmH,O.

El intestino y su pediculo vascular se resecaron y almacena-
ron en solucién de Wisconsin a 4 °C durante los distintos pe-
riodos de conservacién (6, 12 y 24 h). Al término de dichos pe-
riodos, se recogié el contenido intraluminal y se centrifugd a
2.500 rpm durante 15 min; el plasma obtenido se conservé en
criotubos a una temperatura de —70 °C, hasta la cuantificacién
del TNF, mediante el kit Mouse Tumor Necrosis Factor Elisa
Test Kit-Genzyme.

Posteriormente, el segmento intestinal se sumergi6 en formol
al 10% durante un periodo no inferior a 7 dias. Se obtenian tres
muestras, valorando aquella que presentaba el mayor grado de
dafio histoldgico, segun las clasificaciones de Chiu, Park y
Schweiz.

Para la descripcién de los datos se ha utilizado la media y la
desviacion estdndar. En las representaciones gréficas se ha uti-
lizado el error estdndar como medida de la precision de las es-
timaciones. Para valorar la eficacia potencial del tratamiento
con octredtida, se ha realizado un andlisis de la variancia
(ANOVA) factorial bilateral. Se ha considerado un efecto esta-
disticamente significativo si el valor de p asociado a su con-
traste de hipdtesis era inferior a 0,05.

La variable TNF ha sido transformada mediante el cdlculo
del logaritmo natural de dicha variable + 0,5.

Para la comparacion entre grupos de las variables histolégi-
cas se ha utilizado el test de la y*> de Pearson. Para su descrip-
cién numérica y grafica se han utilizado las medias, desviacio-
nes estandar y error estandar.

Resultados
El tiempo de preservacion hipotérmica es, evidentemente, el

factor independiente que mds importancia ha tenido, tanto en
el comportamiento de los valores medios de TNF-alfa (ANOVA,



p < 0,001) como en el grado de lesion histoldgica (x> de Man-
tel y Haenszel, p < 0,001) (fig. 1).

El grupo tratado con octreétida present6 un descenso signifi-
cativamente estadistico (ANOVA, p = 0,002) del contenido de
TNF-alfa intraluminal frente al grupo control. Este efecto de la
octredtida sobre los valores de TNF-alfa intraluminal se apre-
ci6 para todos los tiempos de preservacion (término de interac-
cién octredtida-tiempo no significativo, p = 0,265). El grupo
tratado con octredtida presenté de forma consistente un menor
grado de lesion histoldgica en todas las clasificaciones emplea-
das, sin embargo estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (figs. 2 y 3).

Existi6 gran consistencia en los datos, en el sentido de que
tanto el comportamiento de los valores de TNF-alfa en el tiem-
po y su diferencia entre grupos como las clasificaciones de le-
sién histoldgica presentaban un comportamiento homogéneo.
En todos los tiempos de preservacion hipotérmica, el grupo tra-
tado con octreétida presentd un mejor comportamiento que el
grupo control, con valores inferiores de TNF-alfa intraluminal
y con mejores resultados histoldgicos.

Discusion

Bounous et al®> propusieron el concepto de tryptic enteritis
cuando demostraron que la lesion intestinal provocada por el
shock hemorragico era atenuada mediante la infusién intralu-
minal del inhibidor de proteasas, aprotinina o mediante la liga-
dura del conducto pancredtico. La autodigestion isquémica fue
el mecanismo propuesto para la lesién mucosa hemorrégica,
aunque también se ha sugerido que durante la lesion isquémi-
ca hay un aumento de la permeabilidad celular que permite el
acceso de las proteasas al medio intracelular, donde catalizan
la conversion de D a O xantino-oxidasa, lo cual, junto con la
reintroduccién de oxigeno durante la reperfusion, produce ra-
dicales libres de oxigeno®. Buscando la aplicacién clinica, Mo-
rris et al* decidieron ligar médicamente el conducto pancred-
tico utilizando un potente inhibidor exocrino, la octredtida.
Observaron que el grupo tratado con octreétida presentaba una
significativa reduccién intraluminal de tripsina sin que el flujo
sanguineo portal se viera afectado. Asimismo, los animales
tratados presentaban una lesién histolégica menor durante la
isquemia y una menor extension de ésta durante la reperfu-

sion.

Fig. 3. Estudio comparativo de la lesion

histolégica.
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Fig. 2. Necrosis en la mitad de las vellosidades. Preservacion hipotérmi-
ca: 12 h MO (HE, X25).

Nauta et al’, entre otros autores, han podido observar el efec-
to beneficioso de los bloqueadores de calcio en un modelo de
isquemia hepdtica en ratas, ya que impiden el aumento de la
concentracién de calcio que activarfa la proteasa que, a su vez,
cataliza el paso de xantina-deshidrogenasa a oxidasa.

En este sentido, el calcio intracelular y extracelular puede ser
modulado por la octredtida, bien directamente bloqueando los
canales de calcio al producir una hiperpolarizacion de la mem-
brana al aumentar la conductancia al potasio (bloquea los cana-
les de calcio dependientes del voltaje), o indirectamente a través
de su efecto modulador de los nucleétidos ciclicos (AMPc
y GMPc).

La viabilidad celular tras un proceso de isquemia-reperfu-
sién quedard determinada, en parte, por su capacidad para re-
sintetizar ATP después de la reperfusion. En este sentido, Lan-
da et al demuestran que tras la perfusion de SS-14, el AMPc
tisular preisquemia se incrementa, disminuyendo por el contra-
rio el GMPc®. Postula que la SS-14 actuarfa como citoprotector
hepdtico, al producir un aumento de prostaciclina (PGI2).

En un modelo experimental de pancreatitis aguda necrohe-
morrdgica’ se observd que la administracién de somatostatina
aumentaba de forma precoz, brusca y muy significativa la con-
centracion espldcnica de PGE2, junto con una mayor supervi-
vencia de los animales tratados. La PGE2 produce vasodilata-
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cion espldcnica en diversas especies animales y podria mejorar
la microcirculacion intestinal®.

Por otro lado, la octre6tida aumenta la liberacion de mucosal
calcitonin gene-related peptide, que ha sido identificado como
un potente vasodilatador esplécnico’.

La somatostatina puede inhibir la liberacion de agentes vaso-
activos, como el péptido intestinal vasoactivo (VIP), evitando el
fracaso de la microcirculacion, asi como la aparicion de edema
y hemorragia en la pared intestinal'®. También inhibe la pro-
duccién de elastasa derivada de leucocito', lo cual es impor-
tante en la infiltracién por leucocitos que exacerban la lesién
mucosa intestinal durante la isquemia y reperfusion, como lo
demuestra la concentracion de mieloperoxidasa en los tejidos.

Crivellato et al'2, en 1991, observaron la relacién microa-
natémica en el mesenterio de la rata, entre los mastocitos y
las fibras nerviosas que contienen neuropéptidos, entre
ellos la somatostatina. Varios afios antes ya se apuntaba la
posible existencia de receptores de somatostatina en el
mastocito.

El trabajo de Landa y Balibrea'® demuestra que la infusién
de SS-14 ejerce un papel modulador en la degranulacion de los
mastocitos mesentéricos de la rata, logrando una conservacién
de un mayor niimero de mastocitos y consiguiente liberacién de
mediadores por parte de éstos.

Desde los trabajos de Young et al'* y, posteriormente, los de
Gordon y Galli®®, se sabe que los mastocitos son capaces
de producir TNF-alfa, comprobdndose que su concentracion in-
traluminal es menor en los animales a los que se les perfundi6
somatostatina.

En nuestro trabajo, esa diferencia fue estadisticamente signi-
ficativa (ANOVA, p = 0,002). La menor degranulacién de los
mastocitos mesentéricos obtenida por la octredtida también
disminuye la acci6n lesiva local que origina la histamina. Es-
ta parece desempefiar un papel importante en la lesion tisular.
Ackroyd et al'® han especulado que la liberacion local de hista-
mina produce edema, una excesiva secreciéon de moco, dilata-
ci6én vascular (receptores H, vasculares) y, finalmente, hemo-
rragia mucosa. Por otro lado, la histamina estimula la actividad
de la xantino-oxidasa que aumenta los radicales libres de oxi-
geno'”.
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Todas estas acciones de la octreétida pueden contribuir a ex-
plicar por qué de forma consistente y en todas las escalas de
valoracién de la lesion histoldgica utilizadas se observa una
menor lesién isquémica en el grupo tratado con esta sustancia.

Esta mejorfa en el grado de lesion histoldgica significa que la
lesion isquémica, en los animales tratados con octredtida, es me-
nor (fig. 4).

Podemos deducir que la octredtida actuarfa disminuyendo
la lesion total, ampliando la “ventana” terapéutica, es decir, au-
mentando el tiempo de preservacion durante el cual el injerto
intestinal es viable.
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