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Relacion del 6xido nitrico con el sindrome de
isquemia/reperfusion en el pinzamiento adrtico

C. Lépez-Espada ?, J.P. Linares-Palomino ?, G. Escames ",

D. Acuiia-Castroviejo ”, E. Ros-Die ?

THE RELATIONSHIP BETWEEN NITRIC OXIDE AND
ISCHEMIA-REPERFUSION SYNDROME IN AORTIC CLAMPING

Summary. Introduction. Aortic clamping (AC) gives rise to an ischemia-reperfusion syndrome
(IRS), with consequences affecting a number of organs, which is currently linked to the
damage caused by free radicals and proinflammatory substances. The oxidative stress (OS)
produced damages cell membranes and the endothelium, and the synthesis of nitric oxide
(NO) may also be involved. Aims. 1. To measure the levels of lipoperoxidation (LPO) in the
membranes: an OS indicator. 2. To evaluate the influence of AC on levels of NO in plasma. 3.
To establish the relation between NO and LPO. 4. To evaluate the relation between the
distribution of NO/LPO and the rates of morbidity and mortality in aortic surgery. Patients
and methods. The study included 21 patients with an aortoiliac occlusive pathology and 17
aneurysms, who were submitted to elective AC. 10 blood samples were obtained for bio-
chemical analysis (NO/LPO). The post-operative systemic complications of each patient were
noted. The data were analysed according to which group they belonged to. Results. AC
produced an increase in LPO and levels of NO in both groups. When OS is excessive (LPO),
NO levels drop as it reacts with the free radicals. A greater number of post-operative
complications occur in patients who have higher levels of LPO and reduced NO. Conclusions.
OS secondary to AC gives rise to an alteration in NO physiology. Reperfusion stimulates the
synthesis of NO, which in extreme cases plays a part in increasing oxidative damage. There is
a relationship between LPO and NO levels and the rates of morbidity and mortality associated
to this intervention. [ANGIOLOGIA 2005; 57: 19-36]

Key words. Aortic clamping. Free radicals. Ischemia-reperfusion syndrome. Lipoperoxidation.
Nitric oxide. Oxidative stress.

Introduccién

tos para la produccién de hipoxantina y
de radicales libres. Cuando se produce
El pinzamiento adrtico (PA) es una ma- la reperfusion entra sangre oxigenada y
niobra quirdrgica que somete los tejidos  se reinicia el metabolismo aerobio. La
distales a un tiempo variable de isque- entrada de oxigeno en estas circunstan-
mia, seguido de una fase de reperfusiéon.  cias especiales desencadena la produc-

La isquemia modifica el metabolis- cién de radicales libres, que normal-
mo aerobio normal de las células y lo mente la célula es capaz de controlar
convierte en anaerobio. El resultado es con sus propios mecanismos antioxi-
la acumulacién de potenciales metaboli-  dantes. Si esta produccién es desorbita-
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da, la capacidad antioxidante de las cé-
lulas se sobrepasa —estrés oxidativo
(EO)-y se produce la lipoperoxidacion
de las membranas (LPO) y la célula
endotelial, entre otras, se dafa seria-
mente. Este dafio estimula la sintesis en-
dotelial de citocinas proinflamatorias
como la IL-1 o el TNF-a, que, a su vez,
tienen capacidad quimiotictica y activa-
dora de los neutréfilos. La degranula-
cién de los neutrdfilos atraidos a la zona
dafiada provoca mds radicales libres, mds
dafio tisular, y asi se perpetia el circulo
vicioso [1-4].

Algunos de estos factores de origen
endotelial no sélo desempefian un im-
portante papel como moduladores del
tono vascular, sino también en las inter-
acciones que existen entre las células
endoteliales y otras células como los
leucocitos o las plaquetas, como ocurre
con el 6xido nitrico (NO). La deficiente
o excesiva produccién de varios de estos
factores endoteliales en respuesta a la
isquemia/reperfusion, provoca la cono-
cida ‘disfuncién endotelial’ [5].

La excesiva produccion de citocinas
y radicales libres en este sindrome, pue-
de hacer que pasen a la circulacién ge-
neral y tener efectos sistémicos [6]. Esas
citocinas y los neutréfilos activados
pueden acceder a otros érganos diana y
desencadenar el fallo multiorgdnico
(FMO), que aparece en determinados
casos y que puede ser mortal sin un co-
rrecto tratamiento.

El objetivo de nuestro trabajo es es-
tudiar la relacién entre el EO secundario
al PA y la disfuncién endotelial. La LPO
de las membranas celulares es un indi-
cador indirecto fiable del EO. El NO es

una molécula fundamental para el co-
rrecto funcionamiento del endotelio.

La interaccién entre ambos factores
puede desempeiar un papel esencial en
la aparicion de complicaciones postope-
ratorias a esta cirugia. Conocer con de-
tenimiento este sindrome de isquemia/
reperfusion (SIR) es imprescindible
para conseguir reducir la morbimortali-
dad de esta importante maniobra quirtr-
gica y aplicar correctas medidas tera-
péuticas en un futuro.

Pacientes y métodos

Para la realizacién de este estudio se
obtuvo la autorizacién del Comité Etico
del centro hospitalario y el consenti-
miento informado de cada uno de los
pacientes que participaron en él.

Se disefi6 un estudio de observacion y
descriptivo de una muestra de 38 pacien-
tes (calculado a priori) que iban a some-
terse a un PA electivo, en el Servicio de
Angiologia y Cirugia Vascular del Hospi-
tal Universitario San Cecilio de Granada.

Seleccion de los pacientes

Los pacientes se seleccionaron de entre
todos los posibles candidatos a cirugia
adrtica por dos indicaciones: aneurismas
de aorta infrarrenal y patologia oclusiva
aortoiliaca.

Se disefiaron dos grupos de pacien-
tes: 17 pacientes aneurismaticos (grupo
aneurisma) sin patologia isquémica
asociada y 21 pacientes con lesiones
oclusivoestendticas graves de su sector
aortoiliaco (grupo oclusivo). De ambos
grupos se recogié una serie de datos
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Tabla . Tipos de complicaciones postoperatorias que contribuyen a la obten-

cion del indice o grado de complejidad postoperatoria.

Puntuacién
Sin signos radiolégicos de edema pulmonar 0
RX de térax con manchas ‘algodonosas’ 1
Rx de térax con ‘alas de mariposa’ 2
Rx de térax en ‘pulmoén blanco’ 3
Transfusiones intraoperatorias 1
Transfusiones postoperatorias 1
Arritmias en unidad de cuidados intensivos 1
Complicaciones respiratorias 1
Complicaciones cardioldgicas 1
Complicaciones intestinales 1
Complicaciones renales 1
Total 10

Tabla Il. Porcentajes de cada uno de los grados de complejidad postoperato-

ria (GCP) en ambos grupos.

GCP Aneurismas Oclusivos Total

0 1(5,9%) 0 1(2,6%)
1 1(5,9%) 3(14,3%) 4 (10,5%)
2 4 (23,5%) 7 (33,3%) 11 (28,9%)
3 2 (11,8%) 4 (19,0%) 6 (15,8%)
4 3 (176%) 6 (28,65%) 9(23,7%)
5 2 (11,8%) 0 2 (5,3%)
6 1(5,95%) 0 1(2,6%)
7 3 (176%) 1(4,8%) 4 (10,5%)

epidemioldgicos, tales como edad, se-
xo, factores de riesgo, etc., y datos cli-
nicos de sus complicaciones postopera-

OXIDO NITRICO Y PINZAMIENTO AORTICO

torias. En todos ellos se llevd a cabo la
sustitucion de la aorta infrarrenal por un
injerto protésico, que precisé de un PA
de duracion variable para cada paciente.
El tiempo de pinzamiento de cada
uno de los 38 pacientes de la muestra
oscila entre los 45 y los 200 minutos,
con una media total de 80,26 minutos.

Datos clinicos

De cada uno de los 38 pacientes del estu-
dio se recogieron una serie de complica-
ciones postoperatorias del tipo: falleci-
miento, necesidad de transfusiones intra-
operatorias, transfusiones postoperatorias,
arritmias, complicaciones cardioldgicas,
complicaciones intestinales, renales y
grado de distrés respiratorio no cardiogé-
nico valorado en funcién de una escala
radioldégica tomada de Miniati et al [7].
Todas estas complicaciones se agru-
paron en un indice o grado de compleji-
dad postoperatoria (GCP) por paciente,
que era el resultado de la suma de cada
una de las complicaciones desarrolladas
en diferentes 6rganos de un mismo pa-
ciente (Tabla I). Este GCP podia oscilar
entre 0 (ninguna complicacién) y 7
(suma de varias de ellas). Para reducir la
variabilidad de 0 a 7, se agrupé el GCP
en dos intervalos:
— Pacientes leves con GCP < 4 puntos:
31 pacientes de ambos grupos.
— Pacientes graves con GCP > 4 pun-
tos: siete pacientes de ambos grupos
(Tabla II).

Obtencion de las muestras
para el estudio

De cada uno de los pacientes incluidos
en ambos grupos se obtuvieron diez
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muestras de sangre distribuidas en el
tiempo a lo largo de la duracién de la
intervencion. El nimero de muestras re-
cogidas y el momento de su extraccion
se fundamenta en diversas publicacio-
nes previas que estudian el SIR en el PA
[8-10].

Se procuré que el despinzamiento
aortico (DA) y, por lo tanto, la reperfu-
sién de los tejidos distales al pinzamien-
to, fuera simultdnea para ambos miem-
bros inferiores (MMII), siempre que la
situacién y el control hemodindmico del
paciente lo permitiera.

La imagen gréfica de la distribucién
de las extracciones de muestras se repre-
senta en la figura 1. Las muestras 1 y 2
son basales. Las muestras 3, 4, 5, 6 se
extraen durante el pinzamiento y las 7,
8,9, 10, durante el despinzamiento.

Métodos analiticos
Determinacion de la
peroxidacion lipidica

La medida del grado de LPO de las
membranas constituye un pardmetro
muy importante, con indicador indirecto
del EO de determinados eventos, como
el SIR.

El indice de peroxidacién lipidica se
proporcioné por la cuantificacién del
malonildialdehido y 4-hidroxialquena-
les (MDA y 4-HA) presentes en la
muestra, los cuales son importantes pro-
ductos de descomposiciéon de los pero-
xidos derivados de los dcidos grasos
poliinsaturados y sus ésteres relaciona-
dos [I1]. Se utiliza el kit Bioxytech
LPO-568 (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA) que contiene el reacti-
vo cromégeno NMFI para la reaccion.

>

Inicio ‘ ‘ FPinzamiento ‘ ‘ Despinzamiento ‘
\ I \ | I I |
| I | | I \ |
10 min 5 min 10 min 30 min 5 min 10 min 30 min
[
| | | | | |
1 2 3 4 5 5] 7 8 9 10

Figura 1. Representacién gréfica de la distribucion de la obtencion de las mues-
tras de sangre a lo largo de la intervencién de cada uno de los pacientes.

Determinacion de los niveles
plasmdticos de nitritos

En humanos, el NO se produce enddge-
namente desde varias fuentes. Pero, la
mds importante es la L-arginina, que se
oxida por la enzima NO-sintasa para
producir: citrulina y NO. La vida media
del NO es de 5 segundos o menos.

Las publicaciones mds recientes
basan sus determinaciones en la reac-
cién de Griess, un reactivo formado por
naftil-etilendiamina (NEDA) y sulfani-
lamida, que se combina con los nitritos
para formar un compuesto ‘azo’ colo-
reado. La intensidad del color pdrpura
producida serd proporcional a la canti-
dad de cromégeno formado y, por tanto,
a la cantidad de nitritos existentes. Mi-
diendo la absorbancia a 550 nm, se cuan-
tifica esa intensidad [12,13].

Analisis estadistico

Para comparar la evolucién de los dos
grupos a los diferentes tiempos, se llevo
a cabo una andlisis estadistico del dise-
fo factorial anidado que tenfa como pri-
mer factor el grupo (oclusivos/aneuris-
ma), como segundo factor el tiempo
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Figura 2. Distribucion de los niveles de LPO a lo largo de la intervencion, en el
conjunto de todos los pacientes.

—los distintos instantes en los que se
produjo la medida—y, por ultimo, el pa-
ciente que estaba anidado en el grupo y
que tenia diferente tamafo de muestra
en un grupo y en otro, 21 oclusivos y 17
aneurismas.

Cuando se emplearon medidas de
resumen para caracterizar la evolucion
de los grupos o medidas individuales
para comparar entre ambos se empleé el
test de comparacion de medias para
muestras independientes con el empleo
la ¢ de Student, si las varianzas eran
iguales, y el test de Welch, si las varian-
zas eran distintas.

Cuando el caricter a comparar entre
ambos grupos fue cualitativo, se empled
el test exacto de Fisher. Las correlacio-
nes entre variables se hicieron, en el ca-

OXIDO NITRICO Y PINZAMIENTO AORTICO

so de que fueran medidas individuales,
con el empleo del coeficiente de correla-
cion de Pearson con su contraste de
hipétesis, para ver que era significativa-
mente distinto de cero. Los paquetes es-
tadisticos empleados en el andlisis fue-
ron el SPSS 11.1 y STATA 7.0.

Resultados

Las variables resultado de nuestro estu-
dio son los niveles de LPO y los niveles
plasméticos de NO. Estos resultados se
pueden dar segin lo siguiente:
— Toda la muestra, con los 38 pacien-
tes incluidos en nuestro estudio.
— Resultados en funcién del grupo: aneu-
rismas y oclusivos.
— Resultados en funcién del GCP.

Niveles de lipoperoxidacion
Lipoperoxidacion para toda la muestra

Primero se han analizado las determina-
ciones de los niveles de LPO para los 38
pacientes incluidos en este estudio. Para
ello, se han calculado las medias de las
10 determinaciones en los 38 pacientes.
La representacién gréfica de las me-
dias de estas medidas de LPO en los 38
pacientes se muestra en la figura 2.

Lipoperoxidacion en cada grupo

Dado que nuestra muestra de pacientes
se compone de dos grupos de indicacio-
nes quirdrgicas bien diferenciadas, se
analizaron los niveles de LPO a lo largo
de la intervenciéon de los 21 pacientes
oclusivos y los niveles de LPO a lo largo
de la intervencion de los 17 pacientes
con aneurismas de aorta abdominal.

ANGIOLOGIA 2005; 57 (1): 19-36
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Oclusivos

Aneurisma

50,0000

40,0000

30,0000
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Figura 3. Distribucion de los niveles de LPO a lo largo de la intervencion, en los dos grupos de pacientes por separado (p < 0,001).

Los niveles plasmaticos de LPO en
los pacientes del grupo de los aneuris-
mas son superiores a los niveles plasma-
ticos de LPO de los pacientes oclusivos.
Y estas diferencias son estadisticamente
significativas en cada uno de los puntos
a lo largo de la intervencién, al aplicar
una ¢ de Student para medias de mues-
tras independientes (p < 0,001).

La representacion gréfica de estos re-
sultados para cada grupo es la que se
muestra en la figura 3.

Lipoperoxidacion segiin

las variables clinicas

Nuestra muestra de pacientes se compo-
ne de 38 enfermos sometidos a cirugia
adrtica electiva, que en el postoperatorio
sufrieron algunas complicaciones. Me-
diante la aplicacién de un test de la # de
Student para muestras independientes,
se demuestra que existen diferencias es-

tadisticamente significativas entre las
medias de los niveles de LPO a lo largo
de la intervencion en los pacientes leves
y en los pacientes graves.

La representacion gréfica de estos re-
sultados se muestra en la figura 4.

Niveles de 6xido nitrico
Niveles de NO para toda la muestra

En nuestro caso se han realizado dichas
determinaciones para el conjunto de los
38 pacientes incluidos en el estudio, a lo
largo de su intervencién y en 10 mo-
mentos diferentes.

La representacion gréfica de la distri-
bucién de los niveles plasmaticos de ni-
tritos muestra la influencia del PA/DA en
los niveles de NO para una muestra de
38 pacientes sometidos a cirugia adrtica
electiva. Como se puede observar en la
figura 5, las concentraciones plasmadticas
de NO aumentan progresivamente a lar-
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Leves
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Figura 4. Distribucién de los niveles de LPO a lo largo de la intervencion, en los dos subgrupos de pacientes (p < 0,001).

2,0000 =
-
O 11,5000 =
©
>
1,0000 =
1 1 1 | | | | | | 1
0,5000 I I I I I I I I I I
nitritos0 nitritos2 nitritos4 nitritosg nitritos&
nitritos1 nitritos3 nitritosS nitritos? nitritos9

Figura 5. Distribucién de los niveles de NO a lo largo de la intervencion, en el con-

junto de todos los pacientes.

go de la intervencion, para luego ligera-
mente descender en los 38 pacientes.

Niveles de NO en cada grupo

El pinzamiento comienza en la muestra
nimero 3 para ambos grupos y avanza
en el tiempo hasta el despinzamiento,
que ocurre en la muestra nimero 7. Po-
demos hallar el incremento de los nive-
les de estas determinaciones desde la
muestra 3, tomada como referencia y
estabilizacion del paciente. Y observar
entonces cdmo incrementan o disminu-
yen las concentraciones de NO a medi-
da que avanza el pinzamiento/despin-
zamiento y a medida que progresa la
intervencion.

Mediante un test de la ¢ de Student
para la comparacién de medias de mues-
tras independientes, se demuestra que
existen diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los incrementos de con-
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Figura 6. Representacion gréfica con las medias de los porcentajes de incremento de las determinaciones de NO con respecto a la mues-

tra A.3/0.3, en ambos grupos.

centracioén que sufren los pacientes oclu-
sivos a lo largo de su intervencion y los
incrementos de concentracion a lo largo
de la intervencion de los pacientes con
patologia aneurismatica.

Los porcentajes de incremento de
concentracion en los pacientes del gru-
po de los oclusivos son mayores que los
porcentajes de incremento en los pa-
cientes aneurismadticos, y estas diferen-
cias son estadisticamente significativas
(Fig. 6).

Niveles de NO segtin
las variables clinicas

Los pacientes con mayor ndmero de
complicaciones postoperatorias consi-
derados como ‘graves’, tienen niveles
de NO inferiores a los del subgrupo de
pacientes considerados como ‘leves’. Es
decir, a mayor nimero de complicacio-
nes postoperatorias, menores niveles

ANGIOLOGIA 2005; 57 (1): 19-36

plasmadticos de NO. Los pacientes ‘le-
ves’ mantenian niveles elevados de NO,
tras la isquemia/reperfusion del PA.

La comparacién de las diferencias
encontradas entre las medias de los ni-
veles de NO de ambos subgrupos, no fue
estadisticamente significativa. Sin em-
bargo, la representacion grafica de los
porcentajes de incremento de los niveles
de NO desde la muestra A.3/0.3 en
ambos subgrupos segtin el GCP, es muy
explicativa (Fig. 7).

Relacion entre ambas variables

Las correlaciones entre variables LPO y
NO se hicieron, en el caso de que fueran
medidas individuales, con el empleo del
coeficiente de correlacion de Pearson
con su contraste de hipdtesis, para ob-
servar que era significativamente distin-
to de 0; en el caso de las correlaciones
de las variables cuya evolucioén a lo lar-
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Figura 7. Representacion grafica de los porcentajes de incremento de los niveles de NO desde la muestra A.3/0.3 y a lo largo de la inter-
vencion, en funcion de los dos subgrupos de pacientes segun el GCP

go del tiempo se estudid, se empled
—debido a su estructura de dependencia
adicional entre las observaciones debida
al instante de tiempo en el que se midie-
ron— el coeficiente de correlacidn que se
obtenia a partir del modelo GEE que
caracterizaba tal evolucion.

No se encontré correlacion entre la
distribucién de los niveles de LPO y de
NO debido a la variabilidad de las deter-
minaciones (r = -0,1239, p = 0,50). Sin
embargo, se intuye cierta correlacion, de
tal modo que cuando aumentan los nive-
les de LPO, aumentan los niveles de
NO, salvo en aquellas circunstancias de
mayor complejidad clinica (aneurismas,
pacientes graves y con disfuncién pul-
monar), en los que los niveles de NO
descienden al transformarse en peroxi-
nitrito, otro potente radical libre que
contribuye a aumentar el EO vy, por tan-
to, el dafio al organismo.

Discusion

A lo largo de las ultimas décadas se ha
conseguido reducir espectacularmente
la mortalidad asociada a la cirugia aér-
tica. Las mejoras en los materiales de
sutura, en las prétesis vasculares y en
el tratamiento anestésico han dado lu-
gar a que la mortalidad actual sea infe-
rior al 5% en cirugia electiva [14]. En
los dltimos afios ha sido dificil reducir
estas cifras de mortalidad por debajo
de este nivel. Actualmente, se plantea
mejorar la mortalidad de estas inter-
venciones controlando el mayor nime-
ro de complicaciones postoperatorias
de diferentes 6rganos y, con ello, evitar
el fracaso multiorgdnico y la muerte del
paciente.

El objetivo de nuestro estudio ha sido
describir la posible relacién entre el EO
que provoca el PA y las complicaciones

ANGIOLOGIA 2005; 57 (1): 19-36
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postoperatorias, e intentar, a su vez, des-
cubrir el papel que pudiera desempeiar
el NO en este contexto. Para ello, se dise-
i6 un estudio de observacion descriptivo,
con el que medir el problema (EO/isque-
mia-reperfusién), y buscar diferencias
entre dos patologias adrticas diferentes
(aneurismas/oclusivos) y en relacion con
las complicaciones postoperatorias de los
pacientes (graves/leves).

El SIR en relacién con el PA se ha
estudiado ampliamente en la literatura.
Por ello, la novedad de nuestro trabajo
radica en que conseguimos establecer
una relacién entre las complicaciones
posquirurgicas del paciente, las modifi-
caciones en los niveles plasmdticos del
NOy el EO provocado por el pinzamien-
to. La interpretacion de estos resultados
no se habia publicado hasta el momento.

Para conseguir demostrar esta hip6-
tesis, se plantearon cuatro objetivos:

Medir el estrés oxidativo en
relacion con el pinzamiento adrtico

El EO es un término que hace referencia
a una situaciéon de excesiva produccién
de radicales libres en relacion con las
defensas antioxidantes del organismo. La
medida de los niveles de LPO en sangre
es un indicador indirecto del dafio provo-
cado a las membranas celulares por dicho
EO, tanto de una maniobra como es el
PA/DA, como de cualquier otro fendme-
no de isquemia/reperfusion que provoque
una explosion de radicales libres.

En nuestro caso, y como muestra la
figura 2, apenas si se producen grandes
elevaciones de los niveles de LPO, salvo
dos pequeiios aumentos al inicio y al
final de las 38 intervenciones. Estos re-

sultados coinciden con los publicados
en la literatura, con un numero similar
de pacientes y sometidos a la misma
maniobra [8-10]. Como razonan Smeets
et al [15], la ausencia de diferencias
estadisticamente significativas en curvas
similares a ésta, puede deberse a que el
PA en una cirugia electiva con tiempos
cortos de pinzamiento, y no causa sufi-
ciente isquemia distal como para produ-
cir una gran cantidad de radicales libres
que se puedan reflejar en los niveles de
LPO o en otros marcadores de EO.

Por tanto, el PA electivo causa un EO
limitado y controlado. Este hecho se
demuestra mediante curvas de LPO,
como la nuestra y la de otras series.

Otro aspecto diferente es si compa-
ramos los niveles de LPO en los dos
grupos de patologia adrtica que compo-
nen nuestro estudio. En este caso, los
resultados son novedosos, ya que la ma-
yor parte de los estudios publicados has-
ta el momento [6,16] incluyen pacientes
sin diferenciar si la patologia adrtica de
base es aneurismdtica u oclusiva, y es
facil intuir que la respuesta a una manio-
bra de PA no puede ser igual en un pa-
ciente con un AAA o con un sindrome
de Leriche. Como se observa en la figu-
ra 3, los niveles de LPO en los pacientes
aneurismaticos son superiores a los ni-
veles de LPO de los oclusivos durante
toda la intervencién, y esta diferencia
fue estadisticamente significativa en ca-
da uno de los 10 puntos en los que se rea-
lizaron las determinaciones. El maximo
de concentracién alcanzado en el grupo
aneurismas fue de 49,846 nmol/mL, fren-
te al maximo de concentracion del grupo
oclusivo, que fue de 12,012 nmol/mL.
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Esta diferencia en los méximos es esta-
disticamente significativa con una p <
0,001. Por lo tanto, el EO al que se
someten los pacientes aneurismaticos
durante su cirugia es superior al de los
pacientes oclusivos, aunque luego, al
formar un conjunto de pacientes, se
compensen los resultados de un grupo
con los del otro y el resultado se contro-
le mds, como se observa en la figura 2.

Valorar la influencia de la cirugia
adrtica en los niveles plasmaticos
de 6xido nitrico

El interés suscitado en nuestro trabajo
por el NO radica en sus cuatro propieda-
des fundamentales: su capacidad vaso-
dilatadora, su actividad antiagregante/
antiadhesién plaquetaria, inhibidora de
la adhesién leucocitaria y disminucién
de la proliferacién y migracién de las
células musculares lisas [5]. La pérdida
de cualquiera de estas propiedades pue-
de tener consecuencias importantes para
todo el organismo, como la hipertension
arterial, la trombosis o el desarrollo de
la arteriosclerosis, entre otras [17]. Se
han realizado muiltiples estudios de las
modificaciones en la produccién de NO
y sus propiedades, en fendmenos como
el IAM y la isquemia cerebrovascular.
En el campo de la patologia adrtica y del
SIR del pinzamiento, las publicaciones
son mds escasas. Analizados con deteni-
miento, se pueden encontrar resultados
contradictorios en cuanto al papel del
NO en dicha maniobra. Algunos autores
defienden que la capacidad vasodilata-
dora y antiagregante del NO puede pro-
teger a la microcirculacion de los efec-
tos nocivos de la isquemia/reperfusion
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[18-20]. Sin embargo, el NO también es
una fuente importante de radicales li-
bres y de citotoxicidad que pueden cau-
sar mas dafio tisular [21-23].

En nuestro estudio, la figura 5 es el
reflejo de las modificaciones que sufren
los niveles de NO de nuestros 38 pa-
cientes a lo largo de la intervencion. Co-
mo se puede observar, los niveles de NO
sufren un ascenso progresivo a lo largo
de la fase de isquemia, coincidiendo las
maximas concentraciones con el inicio
de la fase de reperfusiéon o despinza-
miento y se sigue de un descenso, a me-
dida que avanza el tiempo transcurrido
de reperfusion.

De hecho, la media de la concentra-
cién de nitritos alcanzada en la fase de
isquemia (muestras 3, 4, 5y 6) es de
1,305 #+ 0,152 nmol/mL, frente a 1,760 +
0,173 nmol/mL de la fase de reperfusion
(muestras 7, 8, 9 y 10); ello demuestra el
ascenso en la concentracion desde la
isquemia a la reperfusién. La compara-
cioén de estas dos medias demuestra que
la diferencia encontrada es estadistica-
mente significativa, con una p < 0,002.

Estos resultados coinciden parcial-
mente con los publicados en la literatura
[24], aunque los modelos utilizados no
son idénticos; en general, se puede de-
ducir de ellos que los fenémenos de is-
quemia/reperfusiéon de MMII, provocan
un aumento en la producciéon de NO,
como en nuestro estudio.

La produccién de NO por el organis-
mo y en condiciones normales es cons-
tante y a baja concentracion. Sin embar-
g0, en condiciones de isquemia se produ-
ce una disminucién de aporte del O, a los
tejidos necesario para continuar sinteti-
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zando NO. Esto provoca un ligero des-
censo en la produccién de NO en las
fases mds iniciales. En cuanto comienza
la reperfusion, se origina la entrada de
una excesiva cantidad de Ca®* dentro de
las células endoteliales y esto induce una
corta excitacion de la enzima eNOS-
Ca**-dependiente. Después de un breve
periodo (minutos), las células endotelia-
les se encuentran disfuncionantes y la
produccion de NO por la eNOS descien-
de (6xido nitrico-sintasa-endotelial). En-
tonces es cuando los mediadores de la
inflamacién activados por el endotelio
(TNF-o, citocinas, etc.) activan a la
iNOS (6xido-nitrico-sintasa-inducible) y
se produce una mayor concentracion de
NO y durante un tiempo mas prolongado.

Segtin todo lo anterior, es muy im-
portante analizar si este aumento del NO
en respuesta al PA/DA se comporta por
igual en los dos grupos de patologia aor-
toiliaca que compone nuestra muestra de
pacientes. No existe ninguna publicacién
en la literatura que diferencie de una
manera explicita la respuesta del NO en
estos dos grupos y asociado a una manio-
bra de PA. En la figura 6 se observan las
diferencias observadas en las medias de
los porcentajes de ambos grupos. Estas
diferencias son estadisticamente signifi-
cativas en cada uno de los puntos, con
una p < 0,05. Podemos afirmar que los
oclusivos siguen el mismo patrén que la
curva general: el PA provoca un aumento
en sus concentraciones plasmadticas. Es
decir, en el grupo de oclusivos se produce
un aumento en la produccién de NO en
respuesta al SIR del PA. Sin embargo,
parece que la respuesta de los pacientes
con patologia aneurismética no es igual,

ya que también se produce un ascenso en
la produccién de NO, pero mucho menor
que el ascenso en los pacientes del grupo
oclusivo.

Relacionar ambas
variables (LPO/NO)

La respuesta de ambos grupos al fend-
meno de isquemia/reperfusion del PA es
idéntica: producir mas NO. Sin embar-
go, hay un factor influyente y simulta-
neo que diferencia ambos grupos. Mien-
tras que en el grupo de oclusivos las
consecuencias sistémicas del PA son
menores, en el grupo de los aneurismas
se produce un mayor EO —un mayor
aumento de LPO-, en comparacién con
el otro grupo (Fig. 3).

En el SIR del grupo aneurismadtico se
produce una mayor elevacién de radica-
les libres, simultineamente a la eleva-
cion del NO. El aumento concomitante y
progresivo en la produccién de radicales
como el O, hace que reaccionen rdpida-
mente con el NO para producir el
OONO". De esta manera, la elevacion en
la concentracién de NO en los pacientes
aneurismadticos no se detectaria, porque
rdpidamente descenderia para transfor-
marse en radicales peroxinitrito, que con-
tribuyen a un mayor EO [25,26]. Asi lo
demuestran Huk et al [27], pero en un
modelo de isquemia/reperfusion en rato-
nes: a medida que las concentraciones de
O,  aumentan, paralelamente descien-
den las concentraciones de NO, y este
efecto es mds evidente en el momento en
el que se produce la reperfusion y las
concentraciones de O, son maximas y
el NO desciende drdsticamente.

La reaccion del NO con el O,  para
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formar OONO™ es mds rapida (k = 3,8 x
10° L-mol"-s7!) que la reaccién del O,
con SOD (superoxidodismutasa) para for-
mar peréxido y O, (k =2 x 10° L-mol™"-
s7"). Esto sugiere que la SOD puede pre-
venir la reaccién no enzimdtica del NO
con el O,", mientras las concentraciones
de NO se mantengan relativamente esta-
bles [28]. De esta manera, durante la
isquemia y, sobre todo, durante los pri-
meros minutos de la reperfusion, la libe-
racién de NO no depende sélo de la dis-
ponibilidad de O, y de L-arginina (pre-
cursor de NO), sino también de la con-
centracién de O, acumulado.

En el caso de los pacientes oclusivos,
el EO secundario al PA/DA es menor. Al
ser inferior la cantidad de radicales libres
producidos, el NO puede permanecer ele-
vado durante mds tiempo en respuesta a
la isquemia/reperfusién que se haya pro-
ducido. Mientras que el NO es un potente
vasodilatador, el OONO™ es un débil va-
sodilatador y el O, es un vasoconstrictor,
por lo que la vasodilatacion disminuird
durante el curso de estos fendmenos de
isquemia/reperfusion [29]. El NO tiene
propiedades vasodilatadoras y antiagre-
gantes que pueden beneficiar la microcir-
culacion durante estos fenémenos de I/R.
No obstante, el NO también es una fuente
importante de ONOO™ que pueden causar
mads dafio [30]. Las cantidades picomola-
res de NO producidas por la eNOS no
son toxicas y tienen propiedades antiin-
flamatorias y vasodilatadoras de gran uti-
lidad en este contexto. Sin embargo, las
altas concentraciones de NO generadas
por la iNOS son proinflamatorias y au-
mentan el dafio a los tejidos distales al
contribuir al incremento del EO [31].
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Podriamos resumir que la respuesta
del NO a un fendmeno determinado de
isquemia/reperfusiéon es aumentar su
concentracion, gracias a una corta esti-
mulacién de la eNOS y a una mantenida
produccion de iNOS. Y esto es lo que
ocurre en la mayoria de los pacientes
oclusivos de nuestra muestra. En estos
casos, la cantidad de NO excede a la pro-
duccioén de radical superdxido y esto per-
mite que el NO mantenga su capacidad
vasodilatadora, antiagregante y antineu-
trofilica. Sin embargo, en determinados
eventos con una excesiva produccién de
radicales libres por la reperfusion, como
ocurre en el grupo de aneurismas: la ba-
lanza entre el NO y el radical superéxido
se inclina a favor del superdxido y se pro-
duce un descenso en la concentracién
de NO que se transforma por el O, en
ONOO™. De esta manera, se reduce la
biodisponibilidad del NO y se afecta la
capacidad vasodilatadora de esta molécu-
la. De estas modificaciones en la produc-
cion basal de NO pueden surgir varias de
las complicaciones postoperatorias que
sufren estos pacientes [32].

Valorar la relacion de LPO
y NO con las complicaciones
clinicas de los pacientes

El PA y la reperfusién inician una casca-
da de respuestas inflamatorias sistémi-
cas que dafian al endotelio y aumenta la
permeabilidad vascular. La aparicion de
una excesiva cantidad de radicales li-
bres, superior a la capacidad defensiva
normal del organismo, provoca la acu-
mulacion de los mismos y los dafios a
estructuras celulares, que no van a poder
protegerse. Los efectos de estos radica-
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les libres pueden ser focales o afectar a
organos a distancia, como el pulmén o
los rifiones [33]. La disfuncién de estos
y otros érganos simultineamente puede
llevar al paciente a una situacién de
FMO, principal causa de muerte en la
cirugia adrtica [34].

En nuestra muestra fueron 31 los pa-
cientes clasificados como leves y siete
los graves. Es interesante comprobar co-
mo en los pacientes de mayor indice de
GCP o ‘graves’, los niveles de LPO
alcanzados a lo largo de la intervencion
son bastante mds elevados que la LPO
de los pacientes ‘leves’. Las medias de
LPO en los dos subgrupos son muy dife-
rentes (Fig. 4) y esta diferencia fue esta-
disticamente significativa en cada unos
de los puntos de ambos grupos (p <
0,001). El maximo de concentracion al-
canzado por el grupo de ‘graves’ fue de
55,720 + 11,702 nmol/mL, frente a 22,890
+ 3,561 nmol/mL del grupo de ‘leves’,
con una p < 0,046.

Por otro lado, el analisis de los nive-
les de NO en este subgrupo de pacientes
confirma las teorias expuestas hasta este
momento. Segin nuestros resultados, los
pacientes en peor estado general consi-
derados como ‘graves’, tenian niveles de
NO inferiores a los del subgrupo contra-
rio (Fig. 7). Es decir, los pacientes con
mayor nimero de complicaciones posto-
peratorias tenfan niveles plasmadticos de
NO menores. Los pacientes ‘leves’ man-
tenfan niveles elevados de NO tras la
isquemia/reperfusion del PA. En la mis-
ma linea que resultados anteriores, los
niveles plasmaticos de NO en los pacien-
tes del subgrupo ‘graves’, se influencian
por los niveles de LPO o de EO. Los

altos niveles de radicales libres tras la
reperfusion influyen en los niveles plas-
maticos de NO. A medida que las con-
centraciones de O, aumentan, paralela-
mente descienden las concentraciones de
NO 'y, por eso, los niveles de NO de este
subgrupo serian inferiores al de pacien-
tes ‘leves’ [35]. Con estos resultados vol-
vemos a confirmar que la determinacién
de los niveles plasmaticos de LPO y de
NO pueden ser indicadores de la grave-
dad de las consecuencias de la reperfu-
sién. En pacientes con mayor disfuncién
multiorganica, los niveles de LPO son
muy altos y el NO desciende.

Algunas otras publicaciones de ca-
rdcter experimental sugieren esta inter-
accion y la relacion con la mortalidad.
En un estudio en ratas de Jin et al [36],
se confirma que el efluente venoso pro-
cedente de MMII isquémicos tiene
capacidad para inhibir la produccién de
NO y simultdineamente aumentar la mor-
talidad. En su estudio, la mayor mortali-
dad se relaciona con los niveles mds ba-
jos de NO. En este mismo modelo [37],
la administracion de L-arginina como pre-
cursor del NO consigue disminuir la
mortalidad asociada al PA/DA.

En conclusidn, el PA provoca un fend-
meno de isquemia/reperfusién de conse-
cuencias locales y sistémicas. Cuando
se produce la reperfusion, es decir, el
despinzamiento, se sobrepasa la capaci-
dad antioxidante de las células, se pro-
duce la LPO de las membranas y la cé-
lula endotelial se dafia seriamente. Este
dafo estimula la sintesis endotelial de
citocinas proinflamatorias como la IL-1
o el TNF-a, que, a su vez, tienen capaci-
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dad quimiotictica y activadora de los
neutréfilos. La degranulacion de los neu-
tréfilos atraidos a la zona dafada provo-
ca mas dafio tisular, y asi se perpetia el
circulo vicioso.

El dafio a las membranas se refleja
con la medida de los niveles de LPO de
las mismas, que, por tanto, es un indica-
dor indirecto del EO al que se ha someti-
do un paciente por el PA. Junto con el
aumento de los niveles de LPO, nuestro
estudio también ha detectado un aumento
en los niveles de NO en respuesta a la
isquemia/reperfusion del PA. Solamente
existe una salvedad, y ocurre en aquellos
subgrupos en los que los niveles de EO
alcanzados por la isquemia/reperfusion
son los mds altos. En los pacientes con
patologia aneurismatica, el excesivo au-
mento en la produccién de radicales li-
bres como el O, hace que reaccionen rd-
pidamente con el NO para producir el
OONO". De esta manera, la elevacion en
la concentracién de NO en los pacientes
con mayor EO no se detectaria, porque
rapidamente descenderia para transfor-
marse en radicales peroxinitrito que con-
tribuyen a un mayor dafio celular. Por lo
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RELACION DEL OXIDO
NITRICO CON EL SINDROME
DE ISQUEMIA/REPERFUSION
EN EL PINZAMIENTO AORTICO

Resumen. Introduccién. El pinzamiento adr-
tico (PA) provoca un sindrome de isquemia/
reperfusion (SIR) de consecuencias multior-
gdnicas, que actualmente se relaciona con el
daiio provocado por radicales libres y sus-
tancias proinflamatorias. El estrés oxidativo
(EO) producido daiia las membranas celula-
res y al endotelio, y se puede afectar la sinte-
sis de oxido nitrico (NO). Objetivos. 1. Medir
los niveles de lipoperoxidacion (LPO) de las
membranas: indicador del EO. 2. Valorar la
influencia del PA en los niveles plasmdticos
de NO. 3. Relacionar los niveles de NO con
la LPO. 4. Valorar la relacion entre la distri-
bucion de NO/LPO y la morbimortalidad de
la cirugia adrtica. Pacientes y métodos. 21
pacientes con patologia oclusiva aortoiliaca
y 17 aneurismas, sometidos a un PA electivo.
Se obtuvieron 10 muestras de sangre para las
determinaciones bioquimicas (NO/LPO). Se
recogieron las complicaciones sistémicas
postoperatorias de cada paciente. Se anali-
zaron los datos en funcion de la pertenencia
a cada grupo. Resultados. El PA produce en
ambos grupos un aumento de la LPO 'y de los
niveles de NO. Cuando el EO es excesivo
(LPO), descienden los niveles de NO al reac-
cionar con los radicales libres. La acumula-
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RELACAO DO OXIDO
NITRICO COM A SINDROMA
DE ISQUEMIA/REPERFUSAO
NA CLAMPAGEM AORTICA

Resumo. Introducdo. A clampagem aortica
(CA) provoca uma sindroma de isquemia/
reperfusdo (SIR) de consequéncias multi-
orgdnicas, que actualmente se relaciona
com a lesdo provocada por radicais livres e
substancias pro-inflamatorias. O stress oxi-
dativo (SO) produzido lesiona as membra-
nas celulares e o endotélio, e pode afectar a
sintese do oxido nitrico (NO). Objectivos. 1.
Medir os niveis de lipoperoxidagdo (LPO)
das membranas: indicador do SO. 2. Avaliar
a influéncia da CA nos niveis plasmdticos
de NO. 3. Relacionar os niveis de NO com a
LPO. 4. Avaliar a relagdo entre a distribui-
¢do de NO/LPO e a morbimortalidade da
cirurgia aortica. Doentes e métodos. 21
doentes com patologia oclusiva aorto-iliaca
e 17 aneurismas, submetidos a CA electiva.
Obtiveram-se 10 amostras de sangue para
as determinagées bioquimicas (NO/LPO).
Recolheram-se as complicacdes sistémicas
pos-operatorias de cada doente. Analisa-
ram-se os dados em func¢do da pertinéncia a
cada grupo. Resultados. A CA produz em
ambos os grupos um aumento da LPO e dos
niveis de NO. Quando o SO ¢é excessivo
(LPO), os niveis de NO descem ao reagir
com os radicais livres. A acumula¢do de



C. LOPEZ-ESPADA, ET AL

cion de mayor niimero de complicaciones
postoperatorias se produce en aquellos pa-
cientes con mayores niveles de LPO y des-
censo de NO. Conclusiones. El EO secunda-
rio al PA provoca una alteracion en la fisio-
logia del NO. La reperfusion estimula la sin-
tesis de NO, que en casos extremos contribu-
ye a aumentar el daiio oxidativo. Existe una
relacion clara entre los niveles de LPO, de
NO y la morbimortalidad asociada a esta ci-
rugia. [ANGIOLOGIA 2005; 57: 19-36]

Palabras clave. Estrés oxidativo. Lipopero-
xidacion. Oxido nitrico. Pinzamiento adrti-
co. Radicales libres. Sindrome de isquemia/

reperfusion.

maior niimero de complicagbes pos-opera-
torias produz-se naqueles doentes com
maiores niveis de LPO e descida de NO.
Conclusdes. O SO secunddrio a CA provo-
ca uma alteragdo na fisiologia do NO. A
reperfusdo estimula a sintese de NO, que em
casos extremos contribui para aumentar a
lesdo oxidativa. Existe uma relagdo clara
entre os niveis de LPO, de NO e a morbi-
mortalidade associada a esta cirurgia. [AN-
GIOLOGIA 2005; 57: 19-36]

Palavras chave. Clampagem adrtica. Lipo-
peroxidacdo. Oxido nitrico. Radicais livres.
Sindroma de isquemia/reperfusdo. Stress oxi-
dativo.
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