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Resumen

Introduccion. El precondicionamiento isquémico se
define como el efecto protector frente a la isquemia
de larga duracion experimentado por un o6rgano si
previamente ha sido sometido a cortos periodos de
isquemia. El fendmeno no es bien conocido y su du-
racion y el grado de proteccion que proporciona varia
segun el tipo de tejido y modelo experimental utiliza-
do. El objetivo de la presente publicacion es estudiar
el efecto del precondicionamiento en un modelo de
isquemia/reperfusion intestinal en la rata evaluando
los valores de superoxido dismutasa (SOD), principal
enzima detoxificante, frente a los radicales libres del
oxigeno, la lesion histoldgica y la mortalidad.

Material y métodos. Se han utilizado ratas adultas,
aleatoriamente asignadas a tres grupos: grupo simu-
lado, grupo control en el que se provoco isquemia
intestinal y grupo de estudio en el que, antes de la
isquemia, los animales fueron sometidos a precondi-
cionamiento. La isquemia se realiz6 por pinzamiento
de la arteria mesentérica en su origen durante 90
min. El precondicionamiento consistié en 5 min de
isquemia seguidos de 10 min de reperfusion previos
a la isquemia de 90 min. Estudiamos la superviven-
ciaalas 24y 72 h, los niveles de SOD en la pared in-
testinal y los cambios morfolégicos de la mucosa
intestinal.

Resultados. En los animales sometidos a precondi-
cionamiento, se evidencian mayores valores de SOD
y un incremento de la supervivencia con respecto a
los grupos sin precondicionamiento, tanto a las 24 h
(el 84 frente al 73%) como a las 72 h (el 83 frente al
53%) aunque estas diferencias no resultan significati-
vas. El estudio histolégico objetiva un menor grado
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de lesion de la pared intestinal en los animales some-
tidos a precondicionamiento (predominio de lesiones
de los grados | y Il de Chiu).

Conclusiones. La realizacion de cortos periodos de
isquemia intestinal provoca aumento de la resisten-
cia del intestino a isquemias posteriores de mayor
duracion. Este efecto beneficioso se objetiva por un
incremento de la supervivencia y un menor grado de
lesion histologica del intestino, y se asocia con valo-
res significativamente mas elevados de SOD en la pa-
red intestinal.

Palabras clave: Precondicionamiento. Isquemia-reperfu-
sion. Intestino delgado.

CONSEQUENCES OF PRECONDITIONING
ONTHE EFFECTS OF INTESTINAL ISCHEMIA
IN A RAT EXPERIMENTAL MODEL

Introduction. Ischemic preconditioning is defined
as a protective effect that develops after brief ische-
mia and induces tolerance to a subsequent, otherwi-
se lethal, ischemic insult. The process is not well
known and its duration and the degree of protection
it confers varies according to the type of tissue and
the experimental model. The aim of this study was to
analyze the effect of preconditioning in an intestinal
ischemia-reperfusion rat model by assessing survi-
val, superoxide dismutase (SOD) concentrations, the
main detoxifying enzyme, free oxygen radicals, histo-
logic damage in the intestinal wall, and mortality.

Material and methods. Adult rats were randomized
to three groups: sham group, the control group in
which intestinal ischemia was provoked, and the
study group in which the animals underwent precon-
ditioning prior to ischemia. Preconditioning was
achieved by 5 minutes of intestinal ischemia followed
by 10 minutes of reperfusion. Intestinal ischemia was
provoked by clamping the superior mesenteric artery
at its origin for 90 minutes. Survival at 24 and 72
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hours post-ischemia, SOD concentrations in the in-
testinal wall and morphologic changes in intestinal
mucosa were assessed.

Result. Animals who underwent preconditioning
showed higher SOD concentrations and longer survi-
val than those without preconditioning, both at 24
hours (84% vs. 73%) and at 72 hours (83% vs. 53%),
although these differences were not significant. His-
tologic study revealed that damage in the intestinal
wall was lesser in animals that underwent precondi-
tioning (predominance of Chiu grades | and II).

Conclusions. Short periods of intestinal ischemia
increased tolerance to subsequent longer periods of
ischemia. This protective effect was demonstrated by
increased survival and a lower degree of histologic
lesion in the intestinal wall and was associated with
significantly increased SOD concentrations in the in-
testinal wall.

Key words: Preconditioning. Ischemia-reperfusion. Small
intestine.

Introduccion

Pese a los avances diagnosticos y terapéuticos, la is-
quemia intestinal sigue siendo un problema clinico de ex-
cepcional gravedad, y constituye un tema de constante
interés en la investigacion. Desde la primera descripcion
del fendmeno de precondicionamiento isquémico (PCl)
por Reimer (1989)" el tema suscitd enorme interés tanto
por sus implicaciones experimentales (de conocimiento
de la fisiopatologia y de los mecanismos intimos de pro-
duccién de la lesién isquémica) como por sus posibles
implicaciones terapéuticas?.

El fendémeno ha sido estudiado en diferentes modelos
experimentales que difieren en la duracién tanto del peri-
odo de isquemia como del de reperfusion antes de la is-
quemia definitiva®. En clinica humana se ha puesto de
manifiesto recientemente en el higado®. Sin embargo, a
pesar de la enorme cantidad de publicaciones aun no se
conoce la naturaleza intima del fenémeno, en el que
se ha visto que intervienen o que esta mediado por diver-
sas sustancias®'' y es probable que la importancia de
uno u otro mecanismo dependa, al menos en parte, del
érgano.

Es conocido que gran parte del dafo inducido por la
reperfusion esta mediado por una sobreproduccion de ra-
dicales libres del oxigeno (RLO) que superan los meca-
nismos fisiolégicos de neutralizacién, lo que se conoce
como estrés oxidativo'. El efecto favorecedor del PCl se
explicaria por cambios en la situacion de estrés oxidativo
que hacen al érgano mas resistente a isquemias ulterio-
res de larga duracion.

El objetivo de este estudio es clarificar el efecto del
precondicionamiento en un modelo de isquemia intestinal
perfectamente validado por nuestro grupo en estudios
previos'® sobre otros aspectos de la isquemia-reperfusién
intestinal. Para ello estudiamos la supervivencia a las 24
y 72 h, las lesiones histoldgicas que se producen en la
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Fig. 1. Grupos de estudio.

mucosa intestinal y el comportamiento de la principal en-
zima detoxificante de los RLO, la superoxido dismutasa
(SOD).

Material y métodos

Hemos utilizado ratas adultas, hembras, de la cepa Wistar, con un
peso medio de 225 g que fueron mantenidos exclusivamente con agua
ad libitum durante las 12 h previas a la intervencion quirdrgica. Durante
todo el proceso de experimentacion se siguieron estrictamente las nor-
mas sobre utilizacién y cuidado de los animales utilizados en investiga-
cién recogidas en las disposiciones del Consejo de Europa 86/609/CEE
y ratificados por nuestro pais: Real Decreto 223/1988 y Disposicion ge-
neral N.° 25805, sobre proteccion de animales utilizados para experi-
mentacion y otros fines cientificos.

Técnica quirdrgica

Los animales fueron sometidos a una anestesia general intraperito-
neal con una mezcla de ketamina a una dosis de 75 mg/kg de peso,
diacepam a una dosis de 50 mg/kg de peso y atropina a una dosis de
20 mg/kg de peso y asignados de modo aleatorio en los diferentes gru-
pos de estudio (fig. 1).

1. Grupo simulado: un total de 30 animales sometidos a todas las
maniobras, incluyendo la liberacion de la arteria mesentérica superior,
excepto su pinzamiento.

2. Grupo isquemia (I): un total de 30 animales sometidos a una is-
quemia intestinal de 90 min.

3. Grupo precondicionamiento (PC): un total de 20 animales someti-
dos a precondicionamiento isquémico antes de la realizacion de la is-
quemia intestinal de 90 min.

La isquemia intestinal fue provocada colocando una pinza vascular
atraumatica en la arteria mesentérica superior, lo mas préximo posible
a su nacimiento en la aorta. Transcurrido el periodo de isquemia, la pin-
za vascular es retirada y se comprueba la revascularizacion por la recu-
peracion del latido arterial en las arcadas mesentéricas. Cuando no se
consiguié la recuperacion del latido arterial en las arcadas el animal fue
retirado del estudio.

El precondicionamiento consistié en 5 min de isquemia intestinal se-
guidos de 10 min de revascularizacion previos a la isquemia de 90 min.

Las muestras de intestino delgado para el estudio histolégico y la de-
terminacion de la SOD se tomaron siempre a 5 ¢cm de la valvula ileoce-
cal. Se tomaron muestras inmediatamente después de finalizado el pe-
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TABLA 1. Valores de SOD (U/mg proteinas) expresados como
media + EE

Subgrupos Isquemia (I) Precondicionamiento (PC)
| 63,4122 52,7+23

R15 53,8123 58,1+3,3

R60 77,6 £3,6 91,0 £ 2,6

R24 86,5+5,8 110,3 £ 5,6*

R72 75,7+54 88,4+43

*p = 0,05. EE: error estandar; I: isquemia; R15: revascularizacion de 15 min; R60: revas-
cularizacion de 60 min; R24: revascularizacion de 24 h; R72: revascularizacion de 72 h.

riodo de precondicionamiento (grupo PC), a la finalizacion de la isque-
mia de 90 min (subgrupos |y PC-I), a los 15 min de revascularizacion
(subgrupos R-15y PC-R15), a los 60 min (subgrupos R-60 y PC-R60) y
alas 24 y 72 h de la misma (subgrupos R-24, R-72, PC-R24 y PC-R72,
respectivamente).

La supervivencia se determin¢ a las 24y 72 h.

Medida de la SOD en homogeneizado de pared intestinal

La medida de la actividad SOD en la pared intestinal fue determi-
nada valorando la inhibicion de la autooxidacion de la adrenalina se-
gun la técnica de MISRA y FRIDOVICH™. Alicuotas de homogeneiza-
do de pared intestinal fueron ultracentrifugadas (fraccién soluble) y
mantenidos a =70 °C hasta la determinacién de la prueba y fueron
afadidos a una solucion de 0,05 ml/l de carbonato sédico ajustando
elpH a 10,2.

Posteriormente se afiadié epinefrina hasta alcanzar una concen-
tracion final de 9,10-4 mol/l y se valor6 el aumento de la absorcion a
480 nm durante 6 s en un espectrofotémetro BECKMAN D U-5. El
porcentaje de aumento al minuto 4 (el punto medio de la porcién li-
near de la curva) se us6 para el calculo del porcentaje de inhibicién
de la autooxidacion de la adrenalina. Las proteinas de la fraccion
soluble fueron medidas utilizando un refractémetro Shibuya Opticval
LTD.

Los valores se han expresado en Ul de SOD por mg de proteina de
la fraccion soluble. Se define como U de SOD la cantidad de enzima
que es capaz de producir la inhibicién del 50% de la autooxidacion de
la adrenalina.

Anadlisis histoldgico

El estudio histolégico del intestino de la rata se efectud sobre seg-
mentos de 2 cm de longitud. Se realizé recuento de 500 vellosidades in-
testinales de la muestra, valorandose el porcentaje y el grado de lesion,
segun los criterios de Chiu modificados'®:

— Grado 1: vellosidad normal.

— Grado 2: denudacién del tercio apical del epitelio de revestimiento
de la vellosidad.

— Grado 3: denudacién de la parte media, engrosamiento del corion
con congestion y/o hemorragia en el tercio distal.

— Grado 4: denudacion total de la vellosidad, afeccion del corion con
edema, congestion y/o hemorragia en toda la vellosidad.

— Grado 5: desintegracion con necrosis total de la vellosidad y co-
rion.

Estudlio estadistico

Expresamos los resultados de las variables cuantitativas con el valor
de la media y error estandar. La significacion estadistica de las diferen-
cias entre los grupos se ha realizado mediante la prueba de la t de Stu-
dent. Se han considerado como significativas estas diferencias cuando
su nivel de significacion era menor de 0,05.
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Resultados

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la au-
sencia de mortalidad en el grupo simulado y una supe-
rvivencia del 73 y el 53% a las 24 hy a las 72 h, res-
pectivamente, en el grupo isquemia. En el grupo con
precondicionamiento, se evidencia un incremento de la
supervivencia, tanto a las 24 h (el 84 frente al 73%) como
alas 72 h (el 83 frente al 53%) aunque esta diferencia no
resulta significativa cuando se la compara con el grupo
isquemia.

Resultados de la determinacion de la SOD

El precondicionamiento provoca una liberaciéon de SOD
(47 + 1,6 U/mg prot) respecto a los valores basales de-
tectados en la pared intestinal normal (29,9 + 1 U/mg
prot) (p = 0,001).

Los valores de SOD en los primeros momentos (sub-
grupos | y R-15) son mayores en el grupo sometido a
precondicionamiento, aunque las diferencias no son sig-
nificativas.

En las determinaciones posteriores en el grupo someti-
do a precondicionamiento los valores medidos de SOD
son significativamente mayores que en el grupo isquemia
(tabla 1).

Estudio morfolégico

El grado de lesién de la mucosa intestinal y el porcen-
taje de frecuencia en la muestra histolégica se exponen
en la figura 2.

En el grupo isquemia y 15 min de reperfusién predomi-
nan las lesiones de grado 3. Hay denudacion completa
de las vellosidades con gran necrosis apical y la mucosa
aparece hemorrdgica incluso con extravasacién a la luz
intestinal de células inflamatorias (fig. 3). A los 60 min de
reperfusion predomina el grado 4 e incluso algunas en
grado 5, estadios ambos de necrosis importante de la ve-
llosidad intestinal. A las 24 y 72 h de reperfusion comien-
zan a aparecer imagenes de “regeneracion” del proceso,
que dificultan la visualizacion y valoracién de las vellosi-
dades y el grado de lesion.

En los animales sometidos a precondicionamiento el
nimero de vellosidades en grados bajos (grados 1y 2)
es mucho mayor en todos los grupos. En estos animales
alas 24y 72 h de reperfusion la regeneracién es mayor y
el nimero de vellosidades denudadas es muy escaso,
predominan las vellosidades revestidas por epitelio cubi-
co y/o cilindrico (fig. 4).

Discusion

Se entiende por precondicionamiento isquémico (PCI)
el fendmeno por el cual la resistencia de un determinado
organo a la isquemia aumenta cuando previamente ha
sido sometido a cortos periodos de isquemia’®.

Desde los estudios de Reimer (1986), que pusieron de
manifiesto que si el miocardio era sometido a periodos
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Fig. 2. Grado de lesién histolégica 307 ol
segun los grupos de estudio. I: is-
quemia; R15: revascularizacion de 20
15 min; R60: revascularizacion de 60
min; R24: revascularizacion de 24 h; 10-
R72: revascularizacion de 72 h; PC-
I: precondicionagw/ento + isquemia; 0- : : : : :
PC-R15: precondicionamiento + re-
vascularizacién de 15 min; PC-R60: R15 R60 PC-1 PC-R15 PC-R60
precondicionamiento + revasculari-
zacion de 60 min.

Fig. 3.

de isquemia de 5 min de duracién, isquemias ulteriores
disminuian sensiblemente el tamafio del infarto, el tema
ha sido objeto de numerosos estudios utilizando diferen-
tes modelos experimentales. El grado de proteccion que
otorga en ningun caso es completo y el fendmeno ha
sido valorado utilizando diversos parametros de respues-
ta (disminucién de la extension del infarto, perfil bioquimi-
co, criterios histoldgicos, etc.)".

Las circunstancias necesarias para la provocacion del
precondicionamiento varian en las distintas especies®.
Tampoco se conoce la duracion del periodo de protec-
cién pero parece que el precondicionamiento es bifasico,
con una primera ventana de proteccién que puede durar
hasta 3 h, seguida de una segunda, que puede llegar a
las 72 h después de la oclusion.

Diversos estudios han puesto de manifiesto que el fe-
némeno puede estar relacionado con la existencia de al-
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teraciones en el metabolismo de las prostaglandinas®, de
la adenosina’, factores de transcripcion nucleares como
el NFkB®, produccion de radicales libres del oxigeno
(RLO)*®, metabolismo del éxido nitrico™, sintesis de en-
zimas antioxidantes'?, expresion de moléculas de adhe-
sién endotelial*, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-c),
ceramidas'’, entre otros. Estos mecanismos no son ex-
cluyentes entre si y su importancia podria estar en rela-
cién con el tipo de dérgano e incluso con el modelo de
precondicionamiento utilizado.

Los érganos en los cuales el PCI ha sido inducido re-
presentan sistemas estables o permanentes (corazén,
rinon, etc.) con poca o nula proliferacion celular después
de la diferenciacion. No existe mucha informacién acer-
ca de este fendmeno en sistemas organicos que contie-
nen tejidos con un elevado turnover, como por ejemplo el
tracto gastrointestinal donde el epitelio es reemplazado
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cada 2-3 dias. Segun Osborne', el desarrollo de la tole-
rancia parece estar asociado a un incremento del estado
antioxidante de la mucosa.

Durante la isquemia-reperfusion se generan especies
reactivas de oxigeno que en parte son las responsables
de las lesiones atribuidas a la reperfusion, produciéndose
una situacién de estrés oxidativo, es decir, una situacién
en la que los mecanismos de defensa de la mucosa son
superados por la produccién de RLO™.

Las células pueden adaptarse a estas situaciones has-
ta cierto punto, particularmente si se establecen de modo
relativamente lento. El precondicionamiento actuaria bien
disminuyendo la capacidad de produccién de RLO o esti-
mulando la produccion de sistemas antioxidantes en vir-
tud de los fendmenos de adaptacion de las células a la
isquemia o de ambas formas'®'2,

Hemos utilizado un tipo de precondicionamiento (5 min
de isquemia y 10 de reperfusion)*'720 sobre un modelo
de isquemia utilizado previamente por nosotros para es-
tudiar el fenémeno isquemia-reperfusion’.

La mortalidad aumenté de forma proporcional al tiem-
po de revascularizacién, y se produce en practicamente
la mitad de las ratas a las 72 h de reperfusion. En nues-
tro modelo experimental, el grupo sometido a precondi-
cionamiento isquémico presenta un incremento de la su-
pervivencia tanto a las 24 h como a las 72 h. Este
aumento de la supervivencia pone de manifiesto el papel
protector que ejerce el precondicionamiento isquémico y
podria ser la consecuencia final de los cambios bioquimi-
cos y morfoldgicos, que ocurren en la mucosa intestinal.

Cuando se comparan los grupos se observa que en el
grupo sometido a precondicionamiento tiene lugar una
mayor liberacién de SOD respecto al grupo sometido a
isquemia sin precondicionamiento desde el inicio de la
reperfusion, seguramente en relacion con cambios sub-
yacentes en la produccion de radical superoxido®?, liga-
dos a estimulacién de factores de transcripcién nucleares
tipo NFKB®. La pared intestinal estaria asi mas protegida
frente al dafio por reperfusion al tener valores mas eleva-
dos de enzimas detoxificantes.

Nuestros resultados muestran que existe un aumento
de SOD en relacién con el tiempo hasta alcanzar el maxi-
mo valor a las 24 h. Estos resultados son concordantes
con los trabajos de otros autores'®, segin los cuales el
efecto protector de la SOD tendria un papel mas impor-
tante en la fase tardia o segunda ventana de proteccion
(a partir de las 24 h).

El andlisis de los hallazgos histolégicos pone de mani-
fiesto el efecto protector del precondicionamiento en este
modelo experimental de revascularizacién en intestino.
Los animales sometidos a precondicionamiento presen-
tan no sélo una reduccion importante del grado 4 de
lesién sino también del grado 3, a expensas de un au-
mento de los grados 1 y 2 (desarrollo de espacios de
Grunhgen en el vértice de las vellosidades y ensancha-
miento de los espacios con despegamiento de la lamina
epitelial y lamina propia), que representa un estadio de
lesién muy leve con posibilidad de restitutio ad integrum
de las vellosidades.

Alas 24 y 72 h de la reperfusién lo mas importante es
el fendmeno de regeneracién que ocurre. En el grupo de
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precondicionamiento la regeneracion es mayor y el nu-
mero de vellosidades deformadas y denudadas es es-
caso.

En conclusion, segun nuestro modelo experimental, el
PCI puede ser inducido en el intestino y se asocia con un
incremento de los niveles de SOD medidos en la pared
intestinal. Esto tiene repercusion en la histologia, ya que
los resultados sugieren que la mucosa intestinal se hace
mas resistente a la isquemia-reperfusion.
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