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Resumen

Introducción. Se ha demostrado que los polimorfo-
nucleares aislados de pacientes diabéticos presen-
tan un mayor grado de activación que los de los pa-
cientes no diabéticos. Además, la diabetes, tanto de
tipo 1 como de tipo 2, se asocia con un incremento
de la peroxidación lipídica y valores elevados de mo-
léculas de adhesión circulantes. La administración
de estreptozotocina (STZ) en ratas neonatales con-
duce en las ratas adultas a una ligera deficiencia de
insulina, con valores de glucemia normales, y son
aceptadas como modelo de diabetes tipo 2.

Objetivo. En este estudio hemos investigado po-
sibles diferencias en plasma y tejidos de algunos
mediadores de la inflamación entre ratas normales y
ratas con diabetes tipo 2, después de isquemia-
reperfusión (I-R) intestinal.

Material y métodos. Se utilizaron ratas Wistar a las
que se les administró STZ (0 o 30 mg/kg) el día de su
nacimiento. Dos meses después, tanto las ratas con-
trol como las que tenían diabetes tipo 2 (normoglu-
cémicas) fueron asignadas aleatoriamente a dos
grupos. El grupo I fue sometido a un período de 60
min de isquemia intestinal por pinzamiento de la ar-
teria mesentérica superior. Cinco minutos después
de la reperfusión, las ratas fueron sacrificadas y se
obtuvieron muestras de vena porta (VP), cava infra-
hepática (CIH), cava suprahepática (CSH), páncreas
e intestino. En el grupo control los animales se ma-
nipularon de igual forma, pero sin ser sometidos a I-
R. El óxido nítrico (NO) se midió como NO–

2 + NO–
3,

por la reacción de Griess. Los hidroperóxidos lipídi-
cos (LPO) fueron determinados espectrofotométrica-
mente usando un kit comercial. Los receptores para

factor de necrosis tumoral (TNF) de 60 kDa (TNF-R1) y
75 kDa (TNF-R2), y el ICAM-1 se determinaron por el
método Elisa.

Resultados. Tras la I-R, las ratas diabéticas eviden-
ciaron un aumento de las concentraciones plasmáti-
cas de LPO, NO, ICAM-1 (0,514 + 0,083 frente a 0,046
+ 0,011 CIH; 0,574 + 0,075 frente a 0,037 + 0,009 CSH,
y 0,528 + 0,067 frente a 0,033 + 0,009 VP; ng/ml; n =
10; p < 0,01), TNF (42,4 + 5,7 CIH, 248,4 + 28,2 CSH y
33,6 + 4,0 VP, pg/ml, en ratas diabéticas frente a no
detectable en ratas control; n = 10), TNF-R1 (0,179 +
0,024 frente a 0,023 + 0,011 CIH; 0,233 + 0,032 frente a
0,033 + 0,005 CSH; 0,206 + 0,034 frente a 0,039 +
0,023 VP; ng/ml; n = 10; p < 0,001; p < 0,05 todas)
mientras que no se encontraron diferencias en los
valores de TNF-R2 entre ambos grupos. Tras I-R,
los valores plasmáticos de TNF y NO fueron más ele-
vados en CSH que en CIH y VP, lo que sugiere que el
hígado es una importante fuente de ambos mediado-
res. Hemos observado que tras I-R en ratas diabéti-
cas en el tejido intestinal se produce un aumento en
los valores de TNF-α, interleucina (IL) 1, IL-6 (no sig-
nificativo) e IL-10, mientras que en el tejido pancreáti-
co hay una disminución de TNF-α e IL-10 y un aumen-
to de IL-1 e IL-6.

Conclusión. La diabetes tipo 2 intensifica la res-
puesta inflamatoria a la I-R intestinal.

Palabras clave: Diabetes tipo 2. Isquemia-reperfusión
intestinal.

MODIFICATION OF INFLAMMATORY MEDIATORS IN
INTESTINAL ISCHEMIA-REPERFUSION IN A MODEL
OF TYPE II DIABETES 

Background. Granulocytes isolated from diabetic
patients have been shown to display a greater degree
of activation than those from non-diabetics. In addi-
tion, both type I and type II diabetes are associated
with increased lipid peroxidation and higher levels of
circulating adhesion molecules. Streptozotocin admi-
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nistration in new-born rats leads to mild insulin defi-
ciency with normal blood glucose levels when these
rats become adult, and is accepted as a model of
type II diabetes. In this study possible plasmatic and
tissular differences in some inflammatory mediators
after intestinal ischemia-reperfusion between control
and type II diabetic rats were investigated.

Methods. Streptozotocin (0 or 30 mg kg-1) was in-
jected into Wistar rats on the day of birth. Two-
month-old control and type II diabetic (normoglyce-
mic) rats were randomly separated into two groups.
Group I rats underwent 60-minutes of gut ischaemia
by clamping the superior mesenteric artery. Five mi-
nutes after reperfusion, the rats were killed and
plasma samples were obtained from the portal vein
(PV), infrahepatic (IHC) and suprahepatic (SHC)
cava, pancreas and intestine. Group II rats under-
went sham operation. Nitric oxide was measured as
NO2

- and NO3
- by the Griess reaction. Lipid hydrope-

roxides (LPO) were determined spectrophotometri-
cally using a commercially available kit. Tumor ne-
crosis factor (TNF)-α, 75-kDa receptor (TNF-R2),
60-kDa receptor (TNF-R1) and intercellular adhesion
molecule (ICAM)-1 were measured by enzyme-linked
immunosorbent assay.

Results. After ischemia-reperfusion, diabetic rats
showed increased plasma concentrations of LPO, ni-
tric oxide, ICAM-1 [mean (SD): 0.514 (0.083)] versus
0.046 (0.011) ng/ml-1 (IHC); 0.574 (0.075) versus 0.037
(0.009) ng/ml-1 (SHC), and 0.528 (0.067) versus 0.033
(0.009) ng/ml-1 (PV); n = 10, all p < 0.01], TNF [42.4
(5.7) IHC, 248.4 (28.2) SHC, and 33.6 (4.0) pg/ml-1 PV,
in diabetic rats versus undetectable in control rats; n
= 10), TNF-R1 (0.179 (0.024) versus 0.023 (0.011) IHC;
0.233 (0.032) versus 0.033 (0.005) SHC; 0.206 (0.034)
versus 0.039 (0.023) PV, ng/ml-1; n = 10, all p < 0.001,
p < 0.05] whereas no difference between groups was
found in TNF-R2. Both TNF-α and nitric oxide plasma
levels were higher in SHC than in IHC and PV after
ischemia-reperfusion, pointing to the liver as an im-
portant source of both mediators. After ischemia-re-
perfusion, the intestinal tissue of diabetic rats sho-
wed an increase in TNF-α, interleukin (IL)-1, IL-6
(nonsignificant) and IL-10 levels, while in pancreatic
tissue levels of TNF-α and IL-10 decreased and those
of IL-1 and IL-6 increased.

Conclusion. Pre-existing type II diabetes intensifies
inflammatory response after intestinal ischemia-re-
perfusion.

Key words: Type II diabetes. Intestinal ischemia-reperfu-
sion.

Introducción

Se ha postulado que en los pacientes con diabetes el
estrés oxidativo está aumentado. El estrés oxidativo pue-
de ser de origen multifactorial, está relacionado con las
anomalías metabólicas y podría contribuir al desarrollo

de las complicaciones secundarias de la diabetes. Apo-
yando esta hipótesis, se ha encontrado que la disminu-
ción de la eficacia de las defensas antioxidantes (enzimá-
ticas y no enzimáticas) se correlaciona con la gravedad
de las manifestaciones patológicas observadas en tejidos
de diabéticos44.

Además, se sabe que los polimorfonucleares (PMN)
circulantes de pacientes diabéticos presentan un mayor
porcentaje de activación que los de adultos sanos33,57 y
generan mayores cantidades de radicales libres (RLO)23,
lo que sugiere una posible mayor predisposición de los
pacientes diabéticos al daño tisular secundario a proce-
sos inflamatorios. Este mayor grado de activación que se
observa en los PMN durante la diabetes podría traducir-
se en una respuesta alterada de mediadores ante estí-
mulos inflamatorios.

Por ello hemos investigado posibles diferencias en la
producción de mediadores de la inflamación (citocinas
como el factor de necrosis tumoral alfa ([TNF-α], interleu-
cina [IL] 1, IL-6 e IL-10, receptores solubles para TNF-α,
moléculas de adhesión, como ICAM-1, hidroperóxidos li-
pídicos [LPO], óxido nítrico [NO] y monóxido de carbono
[CO]), entre ratas normales y ratas diabéticas tipo 2 des-
pués de I-R intestinal.

Material y métodos

Hemos utilizado ratas Wistar macho, de 250-350 g de peso, alimen-
tadas con una dieta estándar suministrada por Panlab (Barcelona, Es-
paña), y agua ad libitum, y sometidas a un control automático de los ci-
clos de luz-oscuridad (12 h de luz, de 8 a 20 h, y 12 h de oscuridad), y
de temperatura (22 ± 2 °C). Los animales fueron tratados siguiendo las
normas éticas en investigación con animales dictadas por la Unión Eu-
ropea (86/609/CEE).

Inducción de diabetes tipo 2

Para la inducción de diabetes tipo 2 se les administró STZ (0 o 30
mg/kg en búfer citrato) el día de su nacimiento, mediante punción por
vía abdominal con aguja de insulina 24G. Dos meses después, las ra-
tas macho fueron sometidas a determinaciones basales de glucosa du-
rante 3 días consecutivos y, después de determinar la media, fueron ex-
cluidas las ratas con diabetes tipo 1 (15%). El 85% restante fue
sometido a una sobrecarga oral de glucosa, mediante la administración
de glucosa al 33% (Glucosmón®) a través de una sonda orogástrica
(Drucafix® 14G) colocada bajo anestesia. Las ratas que presentaron
una curva patológica fueron consideradas diabéticas tipo 2 (el 65% del
total); el resto se desecharon por considerarlas sanas. Como controles
sanos se utilizaron ratas Wistar macho, a las que se les había adminis-
trado neonatalmente una solución de búfer citrato.

Isquemia-reperfusión intestinal

Tras mantener a los animales en ayuno una noche, éstos fueron
anestesiados con éter y, tanto las ratas controles sanos como las dia-
béticas del modelo de diabetes tipo 2 se dividieron de forma aleatoria
en dos grupos:

– Grupo I: constituyó el grupo control y fue sometido a laparotomía,
manejo visceral y cierre, segunda laparatomía a los 60 min, y cierre.

– Grupo II: constituyó el grupo de I-R, y fue sometido a laparotomía,
evisceración del intestino delgado y del colon, ligadura de los vasos co-
laterales entre la arteria ileocólica y las ramas ileales-yeyunales de for-
ma proximal y distal, según el módelo de Megison et al30; pinzamiento
de la arteria mesentérica superior y cierre; segunda laparotomía a los
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60 min, retirada del pinzamiento y, tras 5 min de reperfusión se obtuvie-
ron muestras plasmáticas de sangre de la vena porta (VP), la vena
cava infrahepática (CIH) y la vena cava suprahepática (CSH). La sangre
se recogió en tubos libres de endotoxina (Nunc®) e inmediatamente fue
centrifugada en frío a 2.000 × g. El plasma sobrenadante se congeló a
–80 °C hasta el momento de las determinaciones. De forma simultánea,
se obtuvieron muestras de yeyuno y páncreas que fueron congeladas
inmediatamente en nitrógeno líquido y posteriormente conservadas a
–80 °C hasta el momento de las determinaciones.

Determinaciones bioquímicas

Se determinaron valores plasmáticos y tisulares de TNF-α, IL-1, IL-6
e IL-10 mediante kits específicos de ELISA (Biosource International).
Del mismo modo, también se utilizaron kits específicos de ELISA (Ben-
der) para la determinación plasmática de receptores de TNF-α (sTNF-r
60 y sTNF-r 80) y moléculas de adhesión (ICAM-1). Los peróxidos de lí-
pidos se cuantificaron espectrofotométricamente midiendo la formación
de azul de metileno a partir de 10-N-metil-carbamoil-3,7-dimetilamino-
10 H-fenotiacina (MCDP), utilizando un kit espectrofotométrico específi-
co (Kamiya). El ON se determinó como contenido de nitrito más nitrato
mediante la reacción de Griess, y el CO se cuantificó como carboxihe-
moglobina (COHb), añadiendo hemoglobina previamente a la muestra.

El análisis se realizó mediante la comparación de medias por métodos
no paramétricos, y se utilizó el test de la U de Mann-Whitney. Se conside-
raron significativas y muy significativas unas confianzas iguales o supe-
riores al 95% (p < 0,05) y el 99% (p < 0,01), respectivamente. Los resulta-
dos se expresan como media ± error estándar, siendo “n” el número de
muestras de ratas diferentes empleadas en cada determinación.

Resultados

Hemos encontrado tras I-R un aumento en los valores
plasmáticos de TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-10, tanto en ratas
normales como en ratas diabéticas, con respecto a sus
controles (figs. 1-4). Sin embargo, los valores plasmáticos
de TNF-α fueron significativamente más elevados en las
ratas diabéticas tras I-R que en las normales, al contrario
de lo que sucede con los valores de IL-10 (figs. 1 y 4).
Los valores de IL-6 variaron en la VP y los de IL-1 en la
CIH comparando ratas normales y diabéticas tras I-R
(figs. 2 y 3).

Tras I-R, las ratas diabéticas tienen una mayor concen-
tración plasmática de rTNF60 que las ratas normales,
mientras que no hemos encontrado diferencias en los va-
lores de rTNF80 entre ambos grupos (figs. 5 y 6). Tras 
I-R, tanto las ratas diabéticas como las ratas normales
demostraron un aumento de los valores plasmáticos de
ICAM-1 con respecto a sus controles; además, estas
concentraciones fueron mayores en ratas diabéticas so-
metidas a I-R que en las normales con I-R (fig. 7).

La I-R aumentó la concentración plasmática de
LPO, NO y CO tanto en ratas diabéticas como en nor-
males, con respecto a sus controles, aunque no hubo
significación en la VP para el NO y en la CIH para los
LPO (figs. 8-10). La concentración plasmática de LPO
y NO en ratas diabéticas fue mayor en la CSH con
respecto a sus controles, tal como sucede con los va-
lores de TNF-α,, lo que sugiere un papel importante
del hígado como fuente primaria de estos mediadores
(figs. 1, 8 y 9).

Las ratas diabéticas controles presentaron valores
más elevados de TNF-α en el tejido pancreático que las
normales (p < 0,05). Los valores basales de IL-1 e IL-6
en el tejido pancreático fueron iguales tanto en ratas
normales como en diabéticas. La I-R aumentó la con-
centración de TNF-α, IL-1 e IL-10 en el tejido pancreáti-
co de ratas normales y de IL-1 e IL-6 en el las diabéti-
cas. La I-R disminuyó la concentración de TNF-α e IL-10
en el tejido pancreático de ratas diabéticas (tabla 1). Los
valores basales de IL-1 e IL-10 en tejido intestinal fueron
menores en ratas diabéticas. La I-R aumentó la concen-
tración de TNF-α, IL-1, IL-10 e IL-6, aunque en esta últi-
ma no alcanzó significación, en intestino de ratas diabéti-
cas (tabla 2).

Discusión

Se emplearon ratas diabéticas tipo 2 mediante la in-
yección neonatal de estreptozotocina. Este modelo de
diabetes ha sido elegido por ser el tipo de diabetes más
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Fig. 1. Valores de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) en plasma de vena porta, cava infrahepática (CIH) y cava suprahepática (CSH),
en el grupo control y tras isquemia-reperfusión (I-R), en ratas normales (derecha) y ratas diabéticas (izquierda).



García JC, et al. Modificación de los mediadores inflamatorios en isquemia-reperfusión intestinal en un modelo de diabetes tipo II

27 Cir Esp 2002;71(6):276-86 279

1,5

1,2

0,9

0,6

0,3

0

p
g
/m

l

5

4

3

2

1

0

p
g
/m

l

Vena porta CIH CSHVena porta

*p < 0,05 frente
 a control

*

CIH CSH

Control

I-R

*

*p < 0,05 frente
 a control

IL-1 en plasma

1,5

1,2

0,9

0,6

0,3

0

p
g
/m

l

5

4

3

2

1

0

p
g
/m

l

Vena porta CIH CSHVena porta

*p < 0,05 frente
 a control

*

CIH CSH

Control

I-R

*

*p < 0,05 frente
 a control

IL-1 en plasma

300

240

180

120

60

0

p
g
/m

l

Vena porta CIH CSH

Control

I-R

*p < 0,01 frente
 a control

*

*

*
**

**p < 0,05 frente
 a porta

IL-6 en plasma

300

240

180

120

60

0

p
g
/m

l

Vena porta CIH CSH

*p < 0,01 frente
 a control

*

*

*
**

**p < 0,01 frente
 a porta

* *
*

1.000

800

600

400

200

0
Vena porta CIH CSH

*p < 0,01 frente
 a control

p
g
/m

l

2.200
2.000
1.800
1.600
1.400
1.200
1.000

800
600
400
200

0
Vena porta CIH CSH

* *

*

IL- 10 en plasma

*p < 0,01 frente
 a control

p
g
/m

l

Control

I-R

Fig. 2. Valores de interleucina (IL) 1 en plasma de vena porta, cava infrahepática (CIH) y cava suprahepática (CSH), en el grupo control y
tras isquemia-reperfusión (I-R), en ratas normales (derecha) y ratas diabéticas (izquierda).

Fig. 3. Valores de interleucina (IL) 6 en plasma de vena porta, cava infrahepática (CIH) y cava suprahepática (CSH), en el grupo control y
tras isquemia-reperfusión (I-R), en ratas normales (derecha) y ratas diabéticas (izquierda).

Fig. 4. Valores de interleucina (IL) 10 en plasma de vena porta, cava infrahepática (CIH) y cava suprahepática (CSH), en el grupo control y
tras isquemia-reperfusión (I-R), en ratas normales (derecha) y ratas diabéticas (izquierda).



frecuente, potencialmente más importante y el menos
estudiado. Además, este modelo posee la ventaja de
descartar un efecto perturbador de la estreptozotocina
sobre el fenómeno inflamatorio agudo, y las ratas, al ser

diabéticas desde el nacimiento, lo son durante más
tiempo.

La inflamación puede inducir cambios en la concen-
tración plasmática de los receptores solubles para
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Fig. 5. Valores de rTNF60 en plasma de vena porta, cava infrahepática (CIH) y cava suprahepática (CSH), en el grupo control y tras isque-
mia-reperfusión (I-R), en ratas normales (derecha) y ratas diabéticas (izquierda).

Fig. 6. Valores de rTNF80 en plasma de vena porta, cava infrahepática (CIH) y cava suprahepática (CSH), en el grupo control y tras isque-
mia-reperfusión (I-R), en ratas normales (derecha) y ratas diabéticas (izquierda).

Fig. 7. Valores de ICAM-1 en plasma de vena porta, cava infrahepática (CIH) y cava suprahepática (CSH), en el grupo control y tras isque-
mia-reperfusión (I-R), en ratas normales (derecha) y ratas diabéticas (izquierda).
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Fig. 8. Valores de LPO en plasma de vena porta, cava infrahepática (CIH) y cava suprahepática (CSH), en el grupo control y tras isque-
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Fig. 9. Valores de NO en plasma de vena porta, cava infrahepática (CIH) y cava suprahepática (CSH), en el grupo control y tras isquemia-
reperfusión (I-R), en ratas normales (derecha) y ratas diabéticas (izquierda).

Fig. 10. Valores de CO en plasma de vena porta, cava infrahepática (CIH) y cava suprahepática (CSH), en el grupo control y tras isque-
mia-reperfusión (I-R), en ratas normales (derecha) y ratas diabéticas (izquierda).



TNF-α. Tras I-R, las ratas diabéticas tienen una mayor
concentración plasmática de sTNF-R1 (60 kDa) que las
ratas normales, mientras que no hay diferencias en los
valores de sTNF-R2 (80 kDa) entre ambos grupos. Al-
gunos estudios en animales resaltan el papel primor-
dial del TNF-α en la resistencia a la insulina asociada
a la obesidad, y además implican como receptor domi-
nante del TNF-α al TNF-R1

36,53,19. Luego, si este recep-
tor es el más importante cuando hablamos de resis-
tencia a la insulina (diabetes tipo 2), no es de extrañar
que nosotros hayamos encontrado un aumento en la
concentración plasmática de sTNF-R1 en las ratas dia-
béticas sometidas a I-R, con respecto a las ratas nor-
males, ya que la concentración plasmática de TNFα
aumenta en esta situación. Sin embargo, en otros es-
tudios se asegura que los receptores de TNF no de-
sempeñan un papel en la resistencia a la insulina aso-
ciada a la obesidad43. De hecho, sus datos sugieren
que los dos receptores trabajan conjuntamente para
proteger contra la diabetes, y no hay diferencias entre
ambos.

En el presente estudio hallamos una elevación de los
valores plasmáticos de citocinas en ratas diabéticas. Es-
tudios previos ya habían encontrado un aumento en la
concentración plasmática de TNF-α e interleucinas en
pacientes con diabetes tipo 22,49,31,21. Sin embargo, otros
trabajos no encuentran diferencias significativas en los
valores plasmáticos de TNF-α, IL1 e IL6 en pacientes
con diabetes tipo 1 respecto a sujetos normales8, lo que
sugiere que podría haber diferencias entre la diabetes
tipo 1 y tipo 2.

Cuando analizamos los resultados en ratas normales
tras I-R, encontramos un aumento en los valores plasmá-
ticos de TNF-α, IL1, IL-6 e IL-10. Sin embargo, Simpson
et al50, en un modelo similar al nuestro de I-R pero sin
diabetes asociada, no encuentran una elevación de cito-

cinas. Otros investigadores, en estudios en humanos,
tampoco han podido detectar TNF-α en el suero después
de cirugía electiva, donde se supone que hay múltiples
procesos de I-R, pero sí encontraron una elevación tem-
prana de IL-1 después de este tipo de intervenciones3.
Además, diversos autores sostienen que los valores plas-
máticos de IL-1 e IL-6 están elevados después de opera-
ciones de cirugía abdominal mayor, y se incrementa la
extensión de la respuesta con la magnitud del traumatis-
mo operatorio4.

Los resultados en ratas diabéticas tras I-R, demues-
tran también un aumento en los valores plasmáticos de
TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-10. Esto es compatible con hallaz-
gos en humanos que encuentran una mayor producción
de TNF-α por los monocitos de pacientes con diabetes
tipo 2, estimulados por LPS55. La IL-10 es una interleuci-
na antiinflamatoria, y en nuestros resultados su concen-
tración plasmática tras I-R es mayor en ratas normales
que en ratas diabéticas, al contrario de lo que cabría es-
perar. Algunos autores39 observan valores plasmáticos
tempranos disminuidos de IL-4 e IL-10 cuando, en lugar
de usar directamente isquemia, utilizan los mediadores
derivados de la misma para estimular en sangre periféri-
ca a las células del sistema fagocítico mononuclear de
pacientes con diabetes tipo 1.

En ratas diabéticas tras I-R aparecen unos valores
elevados de TNF-α en la CSH cuando los comparamos
con los valores en la CIH y la VP; lo mismo sucede con
las concentraciones de NO y LPO. Por otra parte, los
valores plasmáticos de TNF-α en ratas normales tras I-
R fueron mayores en la VP, en comparación con CSH y
CIH. Aunque en la mayoría de los trabajos realizados,
incluido el nuestro, no se ha hecho un estudio cinético
de liberación de citocinas, estos hallazgos hacen pen-
sar que, mientras el intestino podría ser una fuente pri-
maria en la producción de TNF-α en ratas normales, el
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TABLA 1. Valores pancreáticos de TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-10

Grupo TNF-α (pg/ml) IL-1(pg/ml) IL-6 (pg/ml) IL-10 (pg/ml))

Control
Normales (n = 6) 0,90 ± 0,37 1,74 ± 0,23 10,47 ± 1,55 0,91 ± 0,36
Diabéticas (n=10) 1,57 ± 0,18* 2,77 ± 0,34 12,31 ± 1,22 1,51± 0,19

Isquemia-reperfusión
Normales (n = 7) 2,06 ± 0,23** 22,03 ± 2,61* 9,60 ± 0,92 1,90 ± 0,33*
Diabéticas (n = 10) 0,12 ± 0,02*** 24,38 ± 1,63* 21,30 ± 1,85* 0,76 ± 0,21**

*p < 0,05 frente a normales (1.ª columna); p < 0,01 frente al resto (2.ª columna); p < 0,01 frente al resto (3.ª columna); p < 0,05 frente a normales control (4.ª columna); **p < 0,05 frente
a diabéticas control; p < 0,01 frente a normales; p < 0,01 frente a normales I-R. ***p < 0,05 frente a normales; p < 0,01 frente al resto.
TNF: factor de necrosis tumoral: IL: interleucina.

TABLA 2. Niveles en intestino de TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-10

Grupo TNF-α (pg/ml) IL-1(pg/ml) IL-6 (pg/ml) IL-10 (pg/ml))

Control
Normales (n = 6) 0,313 ± 0,056 4,82 ± 1,04 3,51 ± 0,36 1,74 ± 0,41
Diabéticas (n=10) 0,2867 ± 0,134 1,75 ± 0,56* 3,54 ± 0,58 0,43 ± 0,04*

Isquemia-reperfusión
Normales (n = 7) 0,655 ± 0,114* 4,52 ± 1,37 6,61 ± 0,95* 2,13 ± 0,38
Diabéticas (n = 10) 1,478 ± 0,115** 4,55 ± 1,06 4,56 ± 0,86 2,09 ± 0,22

*p < 0,05 frente a diabéticas; p < 0,05 frente a diabéticas; p < 0,05 frente a normales; p < 0,01 frente al resto; control I-R y normales control: **p < 0,01 frente al resto; p < 0,01 frente a
normales I-R.



hígado podría ser una fuente primaria en las ratas dia-
béticas. Los valores plasmáticos de TNF-α e IL-1 en la
CIH tras I-R fueron mayores en ratas diabéticas que en
las normales, lo que apoya la hipótesis de que la diabe-
tes tipo 2 exacerba la respuesta inflamatoria tras I-R,
aunque no se han encontrado estas diferencias para los
valores de IL-6, salvo en la porta, probablemente debi-
do a un aumento en la producción de IL-6 por el tejido
pancreático. Numerosos tejidos del organismo, inclu-
yendo el intestino y el páncreas, son capaces de produ-
cir citocinas ante diversos estímulos inflamatorios. Asi-
mismo, se ha descrito que las citocinas tendrían una
acción predominantemente local, de modo que su efec-
to máximo se llevaría a cabo en las células y tejidos
próximos a su lugar de producción12, con lo que el au-
mento de sus valores plasmáticos sería un indicio de
producción masiva.

Tras I-R en ratas diabéticas en el tejido intestinal se
produce un aumento en los valores de TNF-α, IL-1, IL-6
(no significativo) e IL-10, mientras que en el tejido pan-
creático hay una disminución de TNF-α e IL-10 y un au-
mento de IL-1 e IL-6. Como la IL-1, IL-6 y el TNF-α están
producidos fundamentalmente por macrófagos, debería-
mos encontrar un aumento de su concentración en el
páncreas. Incluso existe evidencia de que también las
células de los islotes pancreáticos producen citocinas y
NO56. Se ha encontrado producción de TNF-α por célu-
las β pancreáticas en respuesta a IL-160 e IL-67. La dis-
minución de los valores de TNF-α e IL-10 que hemos
observado en el páncreas podría ser debido a una dis-
minución en la síntesis o a un aumento en su liberación
al plasma.

El endotelio de las pequeñas venas de áreas pancreá-
ticas inflamadas expresa moléculas de adhesión vascular
que permitirán la extravasación de leucocitos y macrófa-
gos hacia el tejido pancreático. Esta expresión podría
ocurrir tras I-R, posiblemente por acción del TNF-α57. Pa-
nés et al33, en un modelo similar al nuestro de ratas dia-
béticas con I-R, han logrado relacionar el papel de las
moléculas de adhesión con la modulación del rodamiento
leucocitario. Sin embargo, otros autores no lo han conse-
guido62,29.

Tras I-R se produce un aumento significativo en la con-
centración plasmática de ICAM-1 en ratas normales y
diabéticas, en la porta y ambas cavas. Otros estudios en
animales también han demostrado unos valores circulan-
tes elevados de ICAM-1 durante la inflamación que sigue
al daño tisular tras I-R41. Utilizando animales diabéticos
se ha observado que una posible causa del estímulo en-
dotelial podrían ser los radicales libres de oxígeno (RLO),
cuyo incremento en su producción podría dar lugar a un
aumento en la expresión de ICAM-126. Dicho aumento del
estrés oxidativo podría contribuir al daño endotelial en la
diabetes.

Otra posible causa de disfunción endotelial es el au-
mento en la glucosilación no enzimática de proteínas
debido a la hiperglucemia crónica. Esto viene apoyado
por trabajos en células endoteliales de vena umbilical
humana cultivados en medios con una alta concentra-
ción de glucosa, que sí apoyan esta hipótesis5. Sin em-
bargo, no está tan claro que la hiperglucemia per se
pueda contribuir al daño de la función endotelial en la

diabetes42, ya que los resultados obtenidos por Panés
et al en ratas diabéticas no apoyan esta hipótesis y no
hay que olvidar que nuestras ratas no tienen hipergluce-
mia basal, aunque hay otros mecanismos a través de
los cuales la hiperglucemia sostenida podría causar
disfunción endotelial, que también son objeto de con-
troversia e incluyen diferentes vías metabólicas y bio-
químicas, como la vía del sorbitol, las alteraciones se-
lectivas de la sintasa de NO y el déficit relativo de
L-arginina54,37.

Dado que no está claro el posible beneficio del bloqueo
de ICAM-1 en una situación de I-R, mucho menos po-
dríamos aventurar las implicaciones que tiene para la
rata diabética el aumento de ICAM-1. En cualquier caso,
de tener algún efecto, éste sería probablemente perjudi-
cial, al favorecer la adhesión/rodamiento de un mayor nú-
mero de leucocitos y la consiguiente amplificación de la
respuesta inflamatoria.

Durante la I-R hay un aumento de la concentración
plasmática de LPO tanto en ratas normales como en dia-
béticas, en la porta y ambas cavas. Aunque existen dife-
rentes técnicas para la cuantificación de la peroxidación
lipídica (determinación de malondialdehído, conjugados
dienos, etc.), ninguna es tan precisa como la determina-
ción de los propios LPO18,52, que es la que nosotros he-
mos utilizado.

La I-R conduce a un aumento de RLO, y por tanto a
un aumento en los valores plasmáticos de LPO, como
así lo han puesto de manifiesto en trabajos con anima-
les11,47,35. Por otra pate, Nilsson et al32 no pudieron detec-
tar la presencia de LPO tras 2 h de isquemia y 30 min
de reperfusión, aunque sí demostraron que había daño
intestinal.

La diabetes puede ser producida en animales median-
te la administración de tóxicos (aloxano y estreptozotoci-
na), y aunque el mecanismo de acción de estos dos fár-
macos es diferente, el resultado final parece ser la
producción de RLO en ambos casos según Oberley. Esto
explicaría el aumento de RLO encontrado en ratas diabé-
ticas mediante la administración de estreptozotocina. En
la bibliografía hay trabajos que apoyan el aumento del
estrés oxidativo en pacientes diabéticos al encontrar un
aumento en los niveles de LPO en plasma en pacientes
con diabetes tipo 22,45,22.

Existen diversas fuentes potenciales para explicar el
aumento de RLO. Por un lado, está bien establecido que
los polimorfonucleares (PMN) activados son una fuente
importante de los mismos en situaciones de inflamación
inespecífica17. Existe amplia evidencia de que la acumu-
lación de PMN desempeña un papel central en la fisio-
patología de la I-R. Dicha evidencia se apoya en estu-
dios que demuestran que: a) los neutrófilos son acti-
vados y se acumulan en los tejidos afectados; b) la re-
ducción en el número de neutrófilos circulantes se
acompaña de una disfunción celular microvascular y pa-
renquimal, y c) la extensión del tejido dañado y la disfun-
ción del órgano se reducen por agentes que previenen
la activación o acumulación de neutrófilos25. La función y
algunas propiedades mecánicas de los granulocitos es-
tán alteradas en la diabetes. Los granulocitos aislados
de animales y humanos diabéticos son menos deforma-
bles23 y generan una mayor cantidad de RLO13 que los
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granulocitos de no diabéticos. Además, un gran porcen-
taje de neutrófilos circulantes están activados en huma-
nos diabéticos en comparación con la población no dia-
bética58. Estas observaciones sugieren que la diabetes
podría predisponer al daño tisular en situaciones de in-
flamación27.

Por otro lado, es ya clásica la importancia del sistema
de la xantinooxidasa como fuente de RLO en situacio-
nes de I-R. Dicho sistema es especialmente abundante
en células endoteliales y, además de por la isquemia,
podría ser activado por la diabetes a través de mediado-
res inflamatorios como las citocinas14. Además, éstas
per se son capaces de desacoplar la fosforilación oxida-
tiva en algunos tipos celulares, estimulando la produc-
ción de RLO, lo que podría constituir su principal meca-
nismo de toxicidad en dichas células48. También se ha
observado una disminución de los sistemas barredores
de estos RLO en tejidos diabéticos, incluyendo la pared
vascular15.

La I-R produce también un aumento en la concentra-
ción plasmática de NO en ratas normales y diabéticas,
en la porta y ambas cavas. Estos resultados concuerdan
con los encontrados por otros autores, tanto en anima-
les20,61 como en humanos10,6.

Aunque las ratas diabéticas tienen una mayor tenden-
cia a la inflamación, no hemos encontrado diferencias
en la producción basal de NO con respecto a las ratas
normales, y esto podría estar motivado por una menor
producción de NO en las diabéticas, aunque también
podría influir el aumento en la producción de RLO que
hemos observado en ratas diabéticas estudiadas por
nosotros, que actuarían como scavenger del NO. Con
respecto a la disminución en la producción basal hay
estudios en ratas diabéticas mediante la administración
de estreptozotocina, que han demostrado que durante
la isquemia los valores plasmáticos de NO aumentan en
las ratas no diabéticas, mientras que permanecen sin
cambios en las diabéticas16. Este incremento en ratas
no diabéticas, se ha sugerido que puede ser un meca-
nismo compensador contra la isquemia, que estaría au-
sente en las diabéticas, explicando su mayor vulnerabi-
lidad a la isquemia9. Por otra parte, la reducción de la
actividad de la enzima óxido nítrico sintasa constitutiva
en plaquetas de pacientes diabéticos sugiere un dete-
rioro en la bioactividad y producción basal del NO en la
diabetes46.

Aunque un gran aumento en la producción de NO, de-
pendiente de la actuación de la NO sintasa inducible, po-
dría resultar lesivo28, el hecho de que los diabéticos ten-
gan unos valores basales disminuidos24, podría resultar
perjudicial en los estadios tempranos del fenómeno. Esta
disminución en la biodisponibilidad del NO podría hacer
más propenso al endotelio vascular a los efectos deleté-
reos de la I-R16. Con respecto al aumento en la produc-
ción de RLO, existen diferentes trabajos que sugieren
que los aniones superóxido tienen un papel relevante en
la disminución de la relajación dependiente del endotelio
observado en la diabetes. Algunos autores creen que la
oxihemoglobina glucosilada (producto de Amadori), obte-
nida por la glucosilación no enzimática de proteínas
como consecuencia de la hiperglucemia crónica podría
generar aniones superóxido. Estos aniones superóxido

destruyen el NO liberado por el endotelio e impiden que
éste actúe en el músculo liso vascular subyacente15. En
consonancia con este mecanismo, la enzima superóxido
dismutasa, un scavenger o barredor de aniones superóxi-
do, es capaz de revertir de forma sustancial la disfunción
endotelial40, y además sería capaz de anular la inactiva-
ción del NO exógeno por la oxihemoglobina glucosilada1.

Tras I-R también se produce un aumento en la con-
centración plasmática de CO en ratas normales y diabé-
ticas, y este aumento fue mayor en ratas diabéticas que
en normales en ambas cavas. Algunos estudios en ani-
males diabéticos mediante aloxano han observado un
aumento en los valores plasmáticos y expirados de
CO51. Estos hallazgos son también compatibles con los
resultados obtenidos por Ragnar et al38, que observan
que los valores elevados de glucosa estimulan la hemo-
oxigenasa de los islotes de Langerhans y, por tanto, la
producción de CO.

Las fuentes endógenas de CO serían, por un lado, el
metabolismo del grupo hemo y, por otro, la peroxidación
lipídica59. No sabemos cuál es la vía predominante en el
aumento del CO plasmático en ratas diabéticas tras I-R.
Considerando que hay un aumento en la producción de
RLO en las ratas diabéticas, pensamos que la vía predo-
minante es la peroxidación lipídica, de hecho, hay traba-
jos que demuestran que los niveles aumentados de CO
exhalado en pacientes con diabetes tipo 1 y tipo 2, se co-
rrelacionan positivamente con el estrés oxidativo34. Sin
embargo, no podemos descartar un aumento en su pro-
ducción por la vía de la hemooxigenasa, que se encon-
traría estimulada por un aumento de la glucemia38, y por
el propio estímulo inflamatorio.

Resumiendo, se sabe que hay una mayor predisposi-
ción de los pacientes diabéticos al daño tisular secunda-
rio a I-R.

Esto puede ser debido a:

1. Un aumento en el estrés oxidativo. El estrés oxidati-
vo puede ser de origen multifactorial, está relacionado
con las anomalías metabólicas y podría contribuir al de-
sarrollo de las complicaciones secundarias de la diabe-
tes.

2. Una disminución en la producción basal del NO.
Esta disminución puede estar causada por un deterioro
en la enzima óxido nítrico sintasa constitutiva, o bien, por
un aumento de RLO que actuarían como scavenger del
NO. A su vez, las principales fuentes que originan un au-
mento de RLO, serían: neutrófilos activados, sistema de
la xantinooxidasa y disminución de los sistemas barredo-
res de estos RLO en tejidos diabéticos.

Tanto el aumento del estrés oxidativo como la disminu-
ción basal del NO conducen a incrementar el daño celu-
lar producido por la isquemia, y por tanto, aumentan la
inflamación.
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