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. ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA



1. INTRODUCCION

Las protesis y biomateriales utilizadas en cualquier tipo de cirugia
reconstructiva provocan una respuesta inflamatoria cronica @' 2% 9 | g
regulacion de la respuesta inflamatoria podria ser una estrategia para disminuir
o0 limitar el dafo tisular en los pacientes quirurgicos que precisan la colocacién
de una prétesis (9, 276, 186, 108, 39, 175, 220, 121, 186, 160, 248, 120), Siendo especialmente
relevante el control de la respuesta inflamatoria en la cirugia aortica.

En los ultimos afios se ha producido un gran desarrollo de la bioingenieria y
los progresos en la fabricacién y disefio de nuevos biomateriales han permitido
grandes avances en la restauracién de 6rganos o partes corporales ausentes.
Pero a la vez numerosas publicaciones demuestran que en este tipo de cirugia
pueden surgir complicaciones biolégicas derivadas en ocasiones de la falta de
control de la respuesta inflamatoria del organismo a la protesis.

Las protesis deben asemejarse lo mas posible al 6rgano o parte corporal a
la que van a sustituir y es imprescindible exigir a los fabricantes informacién
exhaustiva y certificada por organismos independientes, de las caracteristicas
morfologicas y de composicion de los biomateriales que se ofertan, asi como
de los controles de calidad a los que han sido sometidos.

El gran aumento de la esperanza de vida en las ultimas décadas ha hecho
que las enfermedades degenerativas ocupen los primeros puestos en los
indices de mortalidad, y dentro de ellas las derivadas de la degeneracion
aneurismatica de las arterias tienen una gran relevancia clinica, social y
econdmica, constituyendo una causa importante de mortalidad en personas
ancianas.

Etimolégicamente, la palabra aneurisma procede del griego y ya en los
escritos Hipocraticos se encuentra este término refiriéndose a la dilatacion de
los vasos.

266)

Los médicos egipcios conocian los aneurismas y los trataban “®. En el

papiro de Ebers (2000 a.c.) hay descripciones que podrian corresponder a



(253)

aneurismas traumaticos de las arterias periféricas . En Occidente, Galeno

fue el primero que describid los aneurismas y los definio: “Cuando las arterias
se agrandan, esta enfermedad se denomina aneurisma” ©°.
Los aneurismas de aorta abdominal (AAA) constituyen una afeccion

vascular muy comun 34177

, cuya incidencia estd aumentando, y de especial
gravedad dado que su evolucion natural es hacia un crecimiento progresivo
que termina invariablemente en la rotura aneurismatica. De ahi, la gran
importancia de su deteccion, diagndstico y tratamiento precoz, para evitar el
tragico final al que estan abocados estos enfermos (¢':178 :36.181)

Asi mismo, las reparaciones del AAA representan un desafio para el
cirujano vascular por las complicaciones derivadas de los clampajes vy
desclampajes de la aorta, con fases de isquemia seguidas de periodos de
reperfusidn que van a originar profundas agresiones fisiolégicas en casi todos
los sistemas organicos, desencadenando una respuesta inflamatoria sistémica
® Se ha investigado mucho sobre el papel que podria jugar el éxido nitrico
(NO) en el proceso inflamatorio, y en concreto en los procesos secundarios a
isquemia-reperfusion, otorgandole Gltimamente un efecto protector (8. EI
oxido nitrico es un mediador importante de la respuesta inflamatoria, y un
aumento de sus niveles puede proteger de la lesion renal causada por el
clampaje adrtico durante la reparacion del aneurisma adrtico (28 188 98. 248,173, 39,
220, 228,186, 187, 121,175,108, 160) 'En modelos de isquemia-reperfusion renal™ se ha
comprobado como el NO juega un papel muy importante en la regulacion del
flujo renal, asi como en la excrecidén de sodio y agua en condiciones fisioldgicas
y durante el fallo renal agudo secundario a isquemia-reperfusion.

El desarrollo de la bacteriologia ha permitido un mayor control de las
infecciones quirurgicas, no obstante, las complicaciones infecciosas continuan
siendo una causa importante de morbi-mortalidad en los pacientes quirurgicos.
Después de una reconstrucciéon arterial, la infeccion del campo operatorio es
una complicacion rara pero desastrosa, y si la prétesis se ve afectada, la
infeccion persistira y asentara a nivel de la linea de sutura provocando una
hemorragia ®°".

Las fuentes de contaminacion bacteriana pueden ser diversas (piel y periné,

via linfatica etc.) y algunas mal conocidas.



Con la aparicidon del fendmeno de la “Translocacién Bacteriana” (TB) surge
una nueva fuente de contaminacion. Este fendmeno consiste en el paso de
bacterias desde la luz intestinal hacia otros sectores del organismo (visceras,
sangre, ganglios linfaticos etc.) sin que exista solucion de continuidad en la
pared intestinal ni en la barrera mucosa de la misma.

Cualquier germen es causa potencial de infeccién de proétesis e injertos, y
en patologia vascular los microorganismos responsables de las infecciones son
variados, siendo los mas frecuentes el Staphylococcus aureus coagulasa
positivo y el Escherichia Coli, cuyo habitat es fundamentalmente el aparato
gastrointestinal del paciente.

Se ha comprobado que el implante de materiales protésicos y biomateriales
inducen TB existiendo relacion entre el tamano de éstos y el grado de TB
inducida.

Cuando existen circunstancias productoras 6 predisponentes el fendmeno
de la TB puede verse incrementado ©”), lo cual es de gran trascendencia dada
la gravedad que conlleva la infeccibn de materiales protésicos en cirugia
vascular (hemorragia postoperatoria, isquemia, pérdida de extremidad,
mortalidad...).

La respuesta inflamatoria juega un importante papel en la patogénesis de
los AAA, por lo que su regulacion podria contribuir a prevenir la ruptura del

291,274)

aneurisma' Por otra parte, tanto la reparacion del AAA endovascular

como la convencional provocan respuestas inflamatorias significativas por lo

que el control de la respuesta inflamatoria podria contribuir a prevenir el dafio

que por extension puede producirse en los tejidos cercanos 76 108. 39175, 220, 121,

160, 248)



2. PROTESIS Y BIOMATERIALES

La pérdida total o parcial de tejido, como también la pérdida de funcion de
un organo, es uno de los problemas de salud mas graves y costosos. En la
actualidad la cirugia reconstructiva e implantoldgica es el arma fundamental
para la atencion de estos pacientes.

Pero la utilizacién de 6rganos 6 tejidos para transplantes se ve limitada por
la baja cantidad de donantes y plantea el problema de la necesidad de una
terapéutica inmunosupresora ('8 2% Esta creciente necesidad ha llevado a los
investigadores a utilizar células vivientes autélogas para la reconstruccion de
organos Y tejidos, cuya ventaja es permitir evitar la reaccion inmunoldgica y por
tanto la terapéutica inmunosupresora ?'9. La naturaleza es el modelo que se
debe seguir en la restauracion de 6rganos o partes corporales ausentes, y con
los trasplantes autdlogos se puede alcanzar el mayor grado de simulacion ya

que reproducen mas fielmente los tejidos ausentes.

2.1. Prétesis, biomateriales y respuesta inflamatoria

La utilizacién de protesis en diversos campos de la cirugia provoca una
respuesta inmunoldgica, ya sea de inflamacion, rechazo o ambas, cuyo control
concretamente en el campo de la cirugia vascular tiene gran trascendencia.
Son numerosas las indicaciones para la utilizacion de proétesis vasculares
(ateroesclerosis avanzada, aneurismas, traumatismos etc.) y aunque se admite
de forma generalizada que el sustitutivo ideal en el momento actual no existe,
no obstante, se sigue trabajando para aproximarse al material de reemplazo
ideal, cuyo comportamiento se asemeje lo mas posible al material que va a ser
sustituido.

La colocacién de una proétesis sustitutoria no debe provocar reacciones
fisiologicas superiores a la capacidad de recuperacion del receptor, permitiendo
asi su incorporacién al organismo con tolerancia desde el punto de vista
inmunolégico. Asi el material sustitutivo debe ser biocompatible, de manera que

pueda ponerse en contacto con tejidos vivos sin producir dafo.



Los antecedentes documentales sobre la utilizacion de materiales en
Medicina se remontan al uso de ciertos metales y otros productos naturales en
el antiguo Egipto. En Europa, en el siglo XVI, el oro y la plata se emplearon en
reparaciones dentales y, posteriormente, el hierro para la inmovilizacién de
fracturas 6seas. La investigacion sistematica sobre los materiales tolerables por
el organismo se impulsé después de la segunda guerra mundial, por la
necesidad de rehabilitar a los invalidos de guerra.

Desde entonces, el desarrollo de nuevos materiales utilizados en Medicina
ha sido vertiginoso, siendo necesaria la integracion de numerosas disciplinas
para comprender el sistema bioldgico y su respuesta, asi como las propiedades
fisico-quimicas y/o mecanicas de los materiales. El progreso de los materiales
para uso médico ha permitido la obtencion de biomateriales que mimetizan las
estructuras tisulares y permiten la funcién del 6rgano o tejido donde se
implantan €.

Se denomina biomaterial a aquel producto empleado para reproducir la
funcién de tejidos vivos en los sistemas bioldgicos, que es temporal o
permanentemente implantado en el cuerpo, que trata de restaurar el defecto
existente, y en algun caso, conseguir la regeneracion tisular.

Los usos quirurgicos de los biomateriales son multiples (cirugia ortopédica,
oftalmoldgica, cardiovascular, odontologica, maxilofacial, urolégica, etc.),
debiendo cumplir unos requisitos generales que se engloban dentro del
concepto de biocompatibilidad: interaccibn con el organismo no toxico,
controlado y predecible, de tal manera que exista tolerancia, evitandose asi los
riesgos potenciales de infeccion o rechazo. El éxito de un biomaterial depende
de tres factores principales: biocompatibilidad del biomaterial, condiciones de
salud del receptor, y habilidad del cirujano que realiza el implante.

La respuesta natural de un sistema bioldgico a la presencia de un cuerpo
extrafno es el rechazo, el sistema responde con una serie de reacciones
celulares, en las que influyen el tamafio, la forma, y la naturaleza de la
superficie del implante & '8 Asi, las protesis y biomateriales provocan una

(311,

respuesta inflamatoria crénica 29%. 9 caracterizada por la presencia de

macrofagos activados, células gigantes de cuerpo extrafo, y formacion de

298)

capsulas ®® por lo que algunos de estos materiales van recubiertos de

polimeros capaces de liberar farmacos antiinflamatorios con el fin de limitar la



reaccion inflamatoria "*®). Asi mismo en el caso de los implantes 0seos se sabe
que la neovascularizacion es indispensable para el desarrollo de una
inflamacion crénica y que un estado proangiogénico en el tejido adyacente a la
protesis podria aumentar la respuesta inflamatoria, por lo que modificar la
angiogénesis en el tejido que rodea la prétesis podria constituir un objetivo
terapéutico potencial para reducir la inflamacion (4%,

La estabilidad de los implantes a lo largo del tiempo depende en muchos
casos de la morfologia y composicion de la superficie. La composicién de la
aleacion, tiene importancia desde dos puntos de vista: el quimico y el fisico. En
cuanto a su composicion quimica, la importancia radica en el fendomeno de
lixiviacion; esto es, el paso al medio de elementos que forman parte de la
misma. Este fendmeno, cuyas repercusiones han sido demostradas en el caso
de implantes dentales, estd asi mismo descrito en el caso de placas de
osteosintesis. Esta fuga de iones al medio podria ocasionar fenédmenos
adversos a nivel local, tales como reacciones inflamatorias locales "*"). Asi en
la literatura médica traumatologica estd descrito como en algunas protesis
ortopédicas, como en el caso del Polietilieno de peso molecular ultra alto, la
oxidacion que se produce en su superficie después de su esterilizacion con
rayos gamma puede favorecer el desgaste de la protesis y las particulas de
deshecho liberadas provocan una reaccion inflamatoria que puede conducir al
fracaso del implante ?43 250,

Desde el punto de vista fisico, en el caso de los implantes dentales se sabe
que cuanto mas finas sean las particulas que componen el implante, la
cantidad de material del implante que se pierde es menor ('°7.

En el caso de las protesis vasculares, la implantacion protésica vascular
estd asociada con la inflamacién prolongada subsiguiente a la cirugia de aorta,
y la secrecién prolongada de IL-8 indica una reaccién del huésped a la protesis
sintética %4,

La cirugia del AAA, incluso cuando es electiva, provoca una respuesta
inflamatoria sistémica (SIR) principalmente a causa de la necesidad de realizar
un clampaje para la introduccién de un cuerpo extrano (protesis), y en las
situaciones de shock hemorragico (ruptura de aneurisma) aumenta la SIR %39,
La falta de control de la SIR puede conducir a problemas de coagulacién o

fracaso multiorganico .



En pacientes sometidos a aneurismectomia aodrtica, una tasa alta de
citoquinas inflamatorias en el 7° dia después de la intervencion podria indicar la
infeccion del injerto vascular ®*%). Ciertas prétesis utilizadas en cirugia vascular
son capaces de inducir translocacion bacteriana, fuente de bacterias que a su

vez se comporta como contaminante de dichas prétesis ©%.

Aunque la
respuesta inflamatoria a la infeccion en un principio es beneficiosa para limitar
su propagacion, la actividad de mediadores enddégenos cuya sintesis es
inducida en diversos sistemas (principalmente en el endotelio vascular y en el
sistema mononuclear fagocitico) puede conducir a la aparicion de fallo

multiorganico y shock séptico.

2.2. Sustitutivos vasculares

La cirugia resolutiva de los aneurismas periféricos mediante reseccion e
injertos venosos fue practicada en 1906 por primera vez por José Goyanes,
quien la realiza en un aneurisma de la poplitea, sustituyendo un segmento de
dicha arteria con éxito. Desde entonces muchos y muy variados tipos de
sustitutivos han sido utilizados para este fin.

En la actualidad, el tratamiento de eleccién de un aneurisma es la reseccion
y sustitucion por un injerto o por una proétesis sintética.

La experiencia acumulada asi como el desarrollo de la propia Medicina ha
permitido la utilizacion de materiales bioldgicos junto con otros sintéticos frutos
del progreso tecnoldgico, especialmente el desarrollo del material plastico y
derivados del petréleo ha sido decisivo para la obtencion de prétesis vasculares
sintéticas.

En el momento actual las protesis de Teflon y Dacron, mas las de PTE
(politetrafluoroetileno expandido) junto con las bioprotesis o sustitutivos
bioldgicos, constituyen el arsenal del que dispone el cirujano vascular.

En cirugia es muy comun el uso de material protésico, que a su vez induce
una respuesta inflamatoria que el profesional debe tratar de controlar.

El principal problema que se plantea es el rechazo. Algunos estudios (" han
demostrado que las particulas de biomaterial protésico pueden inducir la
activacién directa de los mastocitos y la liberacion de IL 4, citosina que
interviene en la regulacion de la funcion macrofagica y que también ha sido

implicada en respuestas inmunes proinflamatorias con la induccién de la fusién



de los macréfagos y la formacion de células gigantes de cuerpo extrafo
(reaccion granulomatosa de rechazo). ElI biomaterial protésico puede
desencadenar el desarrollo de una respuesta inflamatoria cronica mediante el
reclutamiento de células que juegan un papel fundamental en la respuesta
inflamatoria a los biomateriales, tales como macréfagos, células T y mastocitos
(10)_
Podemos describir distintos tipos de Trasplantes vasculares:
2-2-1) AUTOPLASTICOS: en ellos se trasplanta o injerta un vaso u érgano
del propio paciente. Segun el material empleado podran ser:
-venosos
-arteriales
-tejidos’no vasculares”: pericardio, uréter, fascia, etc.
2-2-2) HOMOPLASTICOS: en ellos se trasplanta material vascular de un
individuo a otro. Pueden ser los siguientes:
-arterias
-venas
-cordon umbilical
2-2-3) HETEROPLASTICOS: pueden ser de varias procedencias:
-origen animal: carétida bovina preparada
-plasticos: protesis arteriales artificiales
-mixtos: protesis hibridas, en las que existe material heteroplastico,
pero con una reaccién autoplastica tubular empleable como injerto

(Mandril de Sparks). En el momento actual esta en desuso.

2-2-1) TRASPLANTES AUTOPLASTICOS:
Los podemos dividir en:

2-2-1A) Trasplante venoso autélogo
2-2-1B ) Trasplante arterial autdlogo

2-2-1C ) Trasplante con tejidos no vasculares autélogos

2-2-1A) Trasplante venoso autélogo:
En 1898, GLUCK ("% sustituye una carétida por un injerto venoso tomado

del propio paciente, iniciando el empleo de vena autéloga como sustitutivo



arterial. En 1906, Goyanes extirpa un aneurisma popliteo y lo sustituye con la
propia vena satélite “in situ” %,

La vena es empleada en numerosos casos de obliteraciones arteriales,
siendo todavia hoy el material de eleccién en arterias de pequefo y mediano
calibre, siendo comunmente empleadas las venas safenas.Se requiere en su
empleo a nivel arterial la inversion del injerto, con objeto de salvar el obstaculo
valvular, aunque también hay autores que preconizan la destruccién valvular
(HALL Y CONOLLY) ©? sj el injerto se mantiene en su lugar en posicién “in
situ”.

302)

Este tipo de injerto tiene una validez bioldgica 6ptima (VOLLMAR) %, ya

que permite mantener flujos arteriales muy reducidos, mientras que las protesis
son faciimente trombosables en cuanto el flujo se reduce (16 122 %0. 51.169) | 5
tolerancia es muy buena ya que durante el tiempo que la vena permanece
injertada se producen cambios en su pared conocidos como “arterializaciones”
que constituyen una adaptacién al cambio de presiones que la vena soportara

en adelante.

2-2-1B ) Trasplante arterial autdlogo:

Consiste en la implantacion de arterias tomadas del propio enfermo en otros
territorios. Se inicié con JABOULAY y BRIAU®%? en 1869, a titulo experimental.

Pese a constituir el tipo ideal de sustitucion arterial, la principal limitacion
para su uso es técnica, ya que no existen arterias disponibles que puedan ser
extirpadas sin que ello ocasione grandes problemas.

La sustitucion arterial de tipo autélogo no crea problemas de tipo
inmunolégico, y ademas la pared ya esta preparada para sufrir presiones altas

por lo que no se altera histolégicamente.

2-2-1C ) Trasplante con tejidos no vasculares autélogos:
Han sido muchos y muy variados los materiales utilizados para sustitucién
vascular: fascia lata, musculo diafragma, pericardio, piel, intestino delgado....,

pero, por desgracia, han proporcionado pocos resultados.

10



2-2-2 TRASPLANTES HOMOPLASTICOS:
Los podemos dividir en:
2-2-2A ) arterias humanas conservadas
2-2-2B ) venas humanas conservadas

2-2-2C ) cordon umbilical conservado

2-2-2A) arterias humanas conservadas:

La aplicacion al hombre de un vaso arterial procedente de otro hombre fue
realizada en 1910 por PIROVANO ) y desde entonces se han ideado
distintos métodos de conservacién de arterias, pero en todos ellos el injerto
sufre alteraciones, de tal modo que no logra “vivir’ en el organismo receptor. En
los afios 50, un estudio de SZILAGYI ?®" demostraba que a largo plazo estos
homoinjertos se degradaban por una reaccién inmune del receptor.

Parece mas idéneo el material conservado por congelacién que el fresco.

La implantacion de una prétesis en un terreno infectado aumenta el riesgo

(42)

de sobreinfectar dicha protesis En pacientes inmunodeprimidos y en

pacientes con aneurismas aorticos micéticos o infectados existe un alto riesgo

de infeccién protésica (1%

, por lo que en estos el tratamiento estandar
mediante prétesis esta contraindicado. En estos casos el uso de homoinjertos
arteriales criopreservados es una alternativa terapéutica ©* ' En Ia
actualidad esta bien fundamentado que los materiales biolégicos tienen mas

alta resistencia a la infeccion que las protesis sintéticas %' 703310

2-2-2B ) venas humanas conservadas:

Las venas de extirpacion por sindrome varicoso se han utilizado como
injertos para la construccion de accesos para hemodialisis, pontajes femoro-
popliteos o pontajes aorto-coronarios con resultados aleatorios. En el momento
actual, existe la posibilidad de obtencion de las venas procedentes de cadaver

que posteriormente pasarian a sistemas de conservacion que utilizan el frio.
2-2-2C ) Corddn umbilical conservado:

En 1975, MINDICH y cols ? emplean la vena de cordén umbilical tratada

como medio de sustitucion arterial.
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Las respuestas antigénicas son intensas cuando el injerto se implanta sin
tratamiento previo (MINDICH) . Sin embargo si se elimina el poder
antigénico tratando el injerto previamente con etanol y dialdehido o
glutaraldehido no existe respuesta alguna demostrable histolégica o

clinicamente.

2-2-3 TRASPLANTES HETEROPLASTICOS:
De ellos destacamos los siguientes:
2-2-3A Trasplantes de origen animal

2-2-3B Material sintético: protesis aloplasticas.

2-2-3A Trasplantes de origen animal:

La eliminaciéon del componente antigénico constituye la principal exigencia
de este tipo de proétesis, por lo que se han utilizado métodos de digestion
proteica para intentar resolver el problema. Asi surgen los trabajos de
ROSEMBERG “®*" de 1963, empleando ficina al 1% sobre injerto de cardtida
bovina, resultando al final de la digestion proteica un tubo desprovisto de todo
poder antigénico, pero constituido por una matriz colagena lo suficientemente

resistente (",

2-2-3B Material sintético:

La idea de sustituir vasos sanguineos por conductores artificiales es muy
antigua.

Los primeros materiales utilizados no tuvieron éxito debido a la aparicién de

trombosis y a que los materiales eran rechazados como cuerpos extrafos (35,

133, 294)_
Los productos hoy universalmente empleados son el Teflon y el Dacron,
que cumplen las siguientes exigencias:
-Esterilizacion segura
-Estabilidad en sus caracteristicas fisicas y quimicas
-Indiferencia biologica en el organismo
-Escasa actividad trombdgena

-Ausencia de poder cancerigeno.
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La tolerancia de una protesis arterial por parte del enfermo depende de tres
etapas:

1-Fabricacién de la protesis

2-Maniobras del cirujano: Precoagulacion

3-Curacién de la protesis: reaccion de los tejidos ante la presencia de

material extrano.

FABRICACION DE LA PROTESIS:

Desde el punto de vista estructural existen dos modalidades de tejidos: los
confeccionados a modo de malla (Knitted) y los trenzados (Wowen).Se tiene en
cuenta la porosidad o permeabilidad al agua de la prétesis.

La elevada porosidad hace que la protesis precise de un proceso previo de
coagulacién antes de su implantacion, con el fin de evitar hemorragias. Las
prétesis de malla son mas porosas, por lo que la pared del injerto es facilmente
penetrable por los mamelones conjuntivos del organismo, con lo que su
tolerancia bioldégica es muy superior. Las prétesis trenzadas son menos
porosas, mas duras, no suelen requerir Precoagulacion, lo que supone menor
sangrado y mayor resistencia a la presion, sin embargo se integran mal en el

tejido receptor y no se endotelizan.

PRECOAGULACION DE LA PROTESIS:

La tolerancia e integracion biolégica de un injerto sintético depende de que
no se produzcan hematomas a su alrededor.

Al proceso en el que la prétesis debe ser correctamente impregnada de
sangre hasta que se haga impermeable se le denomina “Precoagulacion”. Con
ello, ademas de la impermeabilidad de la protesis se pretende que el material

tenga baja tendencia trombogénica.

CURACION DE LA PROTESIS:
Las protesis sintéticas se comportan como materiales biolégicamente

extrafios('%)

y el huésped tiende a encapsularlos completamente, verificandose
esta encapsulacion tanto en el exterior del tubo (capsula externa) como en el

interior (capsula interna).
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Se produce una invasion de tejido de granulacion y los fibroblastos se unen
al material formando un tejido alrededor (humanizacion del material,
aceptacion).

Con el tiempo se produce una capa pseudointimal que reduce el calibre
interno del vaso. La neoformacion de endotelio sobre la capsula interna ha sido

objeto de numerosas investigaciones 9

, siendo casi completa en sujetos
jovenes y faltando de modo sistematico en los arterioesclerosos.

Actualmente se investiga la busqueda de nuevas configuraciones protésicas
que conduzcan a la formacién de un endotelio lo mas perfecto posible (protesis

curada).

2.3. Endoprétesis vasculares

En 1953 Seldinger describié un nuevo método de abordaje de las arterias
para el diagnéstico, iniciandose asi poco después la endocirugia o tratamiento
minimamente invasivo %2,

En los ultimos afios las posibilidades de tratamiento se han ampliado con el
uso de endoprotesis metalicas, son cilindros construidos con una malla
metalica, que son transportados sobre un catéter, son introducidos mediante
abordaje percutaneo y avanzados a través de la luz vascular hasta el segmento
a tratar (1%

Una de las principales causas de fracaso de las endoprotesis vasculares es
la reestenosis producida por la hiperplasia de la intima arterial. Para tratar de
evitar esta complicacion se ha descrito la utilizacién de endoproétesis cubiertas
con Dacron cuya mision es aislar el segmento arterial tratado y evitar asi la
hiperplasia intimal causante de la reestenosis ©°.

El tratamiento de AAA mediante endoprotesis tiene una serie de ventajas
con respecto al tratamiento clasico, ya que reduce el tiempo de hospitalizacion
y convalecencia, y disminuye el coste global de la técnica ''> *°. Pero también
una de las complicaciones mas importantes del procedimiento es la
microembolizacién, que conlleva una alta tasa de morbi-mortalidad, por lo que
la manipulacién de guias y catéteres se ha de hacer de forma cuidadosa para

evitar el desplazamiento de trombos de la luz del aneurisma %2
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Al principio se creia que como las técnicas endovasculares no requerian el
clampaje adrtico tradicional, la lesion debida a isquemia/reperfusion seria

minimizada, en comparacion con la cirugia abierta tradicional . Sin

91,213 183 han demostrado que la reparacién

280)

embargo, estudios recientes
endovascular causa también un grado notable de SIR. Swartbol y otros ¢
concluyeron que ambas técnicas provocan SIR, aunque el grado es mayor en

la cirugia abierta.

2.4. Importancia de la composicién y fabricacion del injerto

En el campo de la odontologia, la estabilidad de los implantes dentales a lo

largo del tiempo depende en muchos casos de la fabricacion, morfologia y
composicion de los mismos, y las superficies de los implantes dentales se
estdn modificando continuamente debido a razones clinicas, cientificas vy
comerciales. Diversos aspectos de la bioingenieria y su repercusién en la
biologia 6sea periimplantaria van a influir en el resultado de los estudios
clinicos y experimentales. Asi, las actuales superficies de los implantes
dentales estan facilitando la realizacion de procedimientos de carga inmediata y
tratamientos implantolégicos en situaciones de atrofia grave con unas tasas de
supervivencia adecuadas. La tendencia en el desarrollo de superficies es
utilizar titanio puro con una morfologia y espesor controlados para evitar el
desprendimiento de particulas y permitir una unién biocompatible y sin interfase
fibrosa %),

En el campo de la cirugia vascular, la infeccion del injerto vascular protésico

constituye un gran reto quirurgico, y la composicién y construccién del injerto es
un factor a considerar en la patogénesis de la infeccién vascular protésica. La
prevencion de los factores de riesgo y la terapia con antibidticos puede
reducirla, pero no erradicarla.

El reconocimiento clinico de la infeccion vascular protésica se asocia
comunmente con el pseudoaneurisma anastomético y la formacién de la fistula
graft-entérica. Aunque son diversos los factores que pueden conducir a la
formacién del aneurisma anastomatico, la infeccién podria ser uno de ellos, ya
que se encuentran cultivos positivos en el 90% de los pseudoaneurismas

(42)

anastomoticos™’. El desarrollo de una fistula aortoentérica con hemorragia

gastrointestinal asociada es una complicacion tardia de los procedimientos
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vasculares adrticos y poco frecuente, pero devastadora y se asocia a menudo
con la infeccion del injerto.

A pesar de la administracion de antibidticos y del tratamiento quirargico, las
tasas de mortalidad y de amputacion asociadas con infecciones de la protesis
vascular permanecen altas.

La adhesion de bacterias a las superficies biomateriales y la formacién de
microcolonias causan la activacion de la defensa del huésped y una respuesta
inflamatoria crénica que implica al tejido que rodea al injerto y a la anastomosis.
A lo largo del tiempo este proceso causa autolisis del tejido que rodea al injerto
y complicaciones en la curacion del injerto asociadas con una infeccion del
injerto que aparece tardiamente.

La patogénesis de la infeccién del injerto vascular es probable que sea
multifactorial, influyendo en el riesgo de infeccion del injerto factores tales como

10) 243) el

el tipo de material de injerto "%, el método de fabricacién del injerto
lugar del implante, el tiempo de duracién de la operacion, el uso de profilaxis
antibidtica, defensas y estado nutricional del paciente, presencia de infeccion
remota y patogenicidad de organismos contaminantes (13 33 241),

La adhesion de las bacterias a la superficie de los implantes protésicos se
reconoce como un importante paso inicial en un proceso infeccioso y se ha
demostrado que depende de muchos factores, tales como las propiedades
fisicas y la composicién quimica del material, la duracion de la exposicion, y las
caracteristicas de la biocapa de proteinas que se forma en todas las superficies
protésicas después de la implantacién de un injerto 2.

La composicion y la construccion de los injertos vasculares puede influir en
la adherencia bacteriana, asi las caracteristicas de la superficie de las fibras del
injerto, el relativo grado de hidrofobia del material y la presencia de carga
anionica contra cationica en la superficie afectan a la adherencia bacteriana
inicial. Se ha demostrado que los injertos vasculares de Dacron tienen una
mayor propensidon a la adherencia bacteriana que los injertos de
politetrafluoretileno expandido ©°.

Todos los injertos protésicos son susceptibles de infeccion via
contaminaciéon directa durante la implantacion (lo mas frecuente) o via

bacteriemia después de la operacién. Asi, en el campo de la odontologia,
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estudios experimentales en animales han demostrado que la proliferacion
bacteriana creciente en el surco periimplantario induce pérdida 6sea .

En el campo de la cirugia vascular, las protesis de tejido poroso desarrollan
una fina capa de fibrina luminar que es gradualmente reemplazada por
colageno maduro que se convierte en una superficie luminar estable,
relativamente no-trombogénica y con una mayor resistencia a infecciones
hematdgenas tardias, por lo que su tolerancia bioldégica es muy superior.

Las prétesis vasculares son cada vez menos susceptibles a la colonizacion
bacteriana a medida que con el tiempo se endotelizan (desarrollo de
pseudointima), pero se ha documentado vulnerabilidad a la infeccion por
bacteriemia (extracciones dentales, manipulaciones del tracto urinario,
procedimientos endovasculares invasivos) un afo después de Ila
implantacion (')

Existe un considerable interés en el desarrollo de un injerto vascular
protésico que sea resistente a la infeccion, por lo que se han valorado diversos

3. 48) o incluso la

métodos que incorporan antibidéticos en los injertos
incorporacion de plata como agente antimicrobiano. La plata tiene una larga
historia de utilizacién en la medicina y teniendo en cuenta su baja toxicidad y la
minima respuesta del tejido local, se considera que es altamente compatible y
adecuada para la incorporacion en aparatos médicos implantables 41197,

En el caso de los implantes dentales se ha demostrado que el biofilm que
se forma en su superficie puede causar inflamacién en los tejidos
periimplantarios, que a su vez puede poner en peligro el éxito de la
osteointegracion (127,

Los remedios futuros implicaran la utilizacion de nuevos disefios de
biomaterial en combinacion con la aplicacion de agentes antimicrobianos
altamente potentes capaces de penetrar en los biofilms y erradicar a los

microorganismos ¢ 119,

2.5. Implante de materiales protésicos intraabdominales
Experimentalmente, se ha comprobado que los materiales protésicos
intraperitoneales provocan TB 19,
Es conocido como un 20% de las infecciones de los injertos y prétesis

vasculares intraabdominales estan asociados a bacterias intestinales: E. Colli
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(13-35%), pseudomona aeruginosa, proteus spp (10%), Streptococcus spp
(8%), Klesiella pneumoniae (5%).

Producirian una reaccion estéril intraperitoneal que puede inducir TB.

El mecanismo propuesto seria la atraccion quimiotactica de células que han
fagocitado particulas y bacterias en la pared intestinal a focos vecinos de
inflamacion, habiéndose observado ('9):

-Que los diferentes biomateriales utilizados (Dacron, Velour, Woven vy
algodon como material control) en posicion intraabdominal favorecen la
aparicion del fenomeno de TB.

-Las bacterias aisladas fueron tipicas de la flora intestinal del animal de
experimentacion empleado.

-La cavidad peritoneal s6lo se contaminaba si lo estaba el biomaterial.

-No se aprecian alteraciones histolégicas en la mucosa intestinal.

-Los materiales implantados subcutaneamente permanecieron siempre
estériles

Los biomateriales en posicién intraabdominal favorecen la aparicién de TB
al alterar la fisiologia normal del huésped y no se observan alteraciones
histologicas en la mucosa ileal.

Se produce un aumento del consumo de oxigeno por parte de la mucosa
intestinal, de lo que se deduce que este es susceptible a la estimulaciéon
inflamatoria inducida por la prétesis ).

Los autores de estos estudios concluyen que la implantacién de prétesis
intraperitoneales favorece la aparicion del fenomeno de TB, siendo uno de sus
mecanismos la fagocitosis de particulas y bacterias por parte de la pared
intestinal y la posterior atraccion quimiotactica al foco de inflamacién generado
por la protesis (9619 183),

La causa exacta de una infeccion que se presenta después de una
intervencion revascularizadora puede ser dificil de determinar, pues hay
diferentes causas predisponentes, existiendo ademas factores generales que
aumentan el riesgo de infecciones como es una diseccién poco cuidadosa con
abundante traccion de tejidos, prolongacion del tiempo de la intervencion,

pérdidas hematicas importantes con la consiguiente hipoproteinemia etc (301,

134)
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El proceso de TB a través de la pared intestinal representa una causa

187, 185, 183) v aunque la

adicional de infeccion de injerto adrtico prostético
mayoria de las infecciones ocurren como consecuencia de la contaminacién
directa del injerto en el momento de la cirugia "%, también existe la posibilidad
de que bacterias traslocadas sean capaces de colonizar el injerto en el
momento de su insercion o poco después, con la consiguiente infeccion (308)
Se ha descrito que la reduccion del flujo sanguineo esplacnico en pacientes
que se someten a reparacion de AAA es un factor que puede predisponer a la

TB (%8,
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3. INFLAMACION

3.1. Concepto y generalidades

La inflamacidn se puede definir como la reaccion del tejido vivo
vascularizado a una agresion local. La respuesta inflamatoria esta intimamente
ligada al proceso de reparacion. La inflamacion va a poner en marcha una serie
de procesos con el fin de destruir o aislar el agente lesivo y reparar el tejido
lesionado. Debemos tener en cuenta, que sin la inflamacion las infecciones no
serian autocontroladas, pero también es verdad, que en ocasiones la
inflamacion y la reparacién pueden ser potencialmente perjudiciales.

Los agentes causales que pueden dar lugar a la inflamacién comprenden
ademas de las infecciones microbianas, agentes fisicos (radiaciones,
traumatismos, quemaduras), agentes quimicos (toxinas, diversas sustancias),
tejidos necraoticos y todo tipo de reaccion inmunoldgica.

Hoy dia sabemos que toda patologia quirurgica y su tratamiento conducen
al desencadenamiento de la respuesta inflamatoria. Si la respuesta inflamatoria
local escapa a sus mecanismos de control, puede surgir la inflamacién
sistémica, la cual esta caracterizada por el sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS).

Existen diversos estudios en los que se han evaluado posibles factores
asociados a éxito o fracaso de las protesis y biomateriales, siendo la
inflamacion una de las variables que hay que controlar si se quiere minimizar
las complicaciones (%% 41:22),

Tanto la cirugia electiva de AAA, como la urgente, pueden desencadenar
SIRS, pero es mas frecuente y severo en el grupo de los aneurismas rotos °®.

Por consiguiente, ambas cirugias, electiva y de AAA roto desarrollan SIRS y
esta respuesta es causada por lesion de isquemia-reperfusion. En los
pacientes con AAA roto, concurren los factores adicionales de hipotension,
acidosis, transfusion sanguinea e hipotermia (la llamada segunda agresion o

second insult phenomena), esto da lugar a una ulterior extension de las vias
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inflamatorias y probablemente incide en la progresién hacia el fallo
multiorganico.

Es decir, una parte muy importante de la mortalidad en el AAA, se produce
por un fallo en la respuesta inflamatoria, provocado por la isquemia-reperfusiéon
propia del acto quirurgico. El fallo de los mecanismos de control en la respuesta
inflamatoria esta por tanto en el origen del fallo multiorganico causante de la
mayor parte de los fallecimientos en el postoperatorio (28),

Por estas razones consideramos interesante la descripcibn de los
conocimientos que en el momento actual tenemos tanto del AAA, como de los

mecanismos fisiopatolégicos de la inflamacién.

La inflamacion es un factor que contribuye enormemente a la aparicién de
muchas afecciones vasculares, como el desarrollo y rotura de la placa
ateroesclerdtica y la formacién del aneurisma de aorta, pudiendo la cascada
inflamatoria dafar por extension a los tejidos cercanos. Asi mismo, el
tratamiento quirurgico del AAA conduce al desencadenamiento de la respuesta
inflamatoria, teniendo gran importancia el tipo de abordaje. La respuesta
inflamatoria asociada a la reparacion convencional de los aneurismas se evita
ampliamente gracias a las técnicas endovasculares, la reparacion endovascular
del AAA atenua las respuestas inflamatorias y renales asociadas con la cirugia

274, 292, 89, 194)

convencional , lo que podria traducirse potencialmente en una

menor incidencia de fallo multiorganico subsiguiente a la cirugia
endovascular .

La inflamacién se puede dividir en aguda y crénica. La inflamacion aguda
tiene una duracion que puede oscilar desde unos minutos a varias horas e
incluso uno o dos dias. Sus caracteristicas van a ser la exudacién de liquido y
proteinas plasmaticas (edema) vy la emigracion leucocitaria,
predominantemente de neutrdéfilos. La inflamacién crénica tiene mayor duracién
y se va a asociar histolégicamente a la presencia de linfocitos y macrofagos y a
la proliferacion de vasos sanguineos y tejido conjuntivo.

Durante la inflamacion se van a producir cambios del flujo y del calibre

vascular (Figura 1).
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®* Respuesta Vascular
— Hiperemia
— Exudacién proteica (T permeabilidad)
— Marginacién leucocitaria periférica
®* Respuesta Leucocitaria Inicial (PMN - Neutrofilos)
— Adherencia al endotelio (rodamiento)
— Diapédesis —> Ingreso en el tejido
— Migracibn —> Quimiotaxis
®* Respuesta Leucocitaria Tardia (Macréfagos)
— Presentacién del antigeno

— Liberacién de citocinas ——————. . ox
Citotoxicidad
— Produccién de RLOyNO—

\ Peroxidacion Lipidica

(quimiotractante)

Figura 1.- Respuestas ante la inflamacién

3.2. interaccién leucocito-endotelio

Inicialmente se va a producir una vasoconstriccion transitoria de las
arteriolas que se sigue de una vasodilatacion, por lo que se incrementa el flujo
vascular (hecho fundamental de los cambios hemodinamicos precoces en la
inflamacion aguda). Esto se sigue de una disminucion en la velocidad de la
circulacién, que determina que los leucocitos, principalmente los neutréfilos, se
desplacen hacia el endotelio vascular. Estos leucocitos se adhieren al
endotelio, inicialmente de forma transitoria y luego mas fuertemente, emigrando
a través de la pared vascular. Ademas se van a producir cambios en la
permeabilidad de la pared vascular que se van a manifestar clinicamente como
edema.

Las células que van a participar en el proceso inflamatorio son
principalmente leucocitos (neutréfilos y monocitos). Los leucocitos van a
englobar y degradar las bacterias, inmunocomplejos y restos celulares
necroticos contribuyendo sus enzimas lisosémicas en la respuesta defensiva.

Sin embargo, debemos tener en cuenta que los leucocitos a su vez, pueden
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prolongar la inflamacion y aumentar el dafo tisular por la liberacion de
mediadores quimicos, enzimas y radicales toxicos. La secuencia de este

proceso va a ser la siguiente:

a) Marginacion: Al producirse una perdida de velocidad vy

estancamiento del flujo, los leucocitos van a entrar en contacto con el

endotelio.

a la activacion de una serie de moléculas de adhesion presentes en el leucocito
y el endotelio vascular. La expresidon de estas moléculas es inducida,

aumentada o alterada por los agentes inflamatorios y mediadores quimicos.

superficie endotelial y finalmente atraviesan la membrana basal pasando al
espacio extravascular. Una vez fuera, responden a estimulos quimiotacticos,
siendo los mas significativos para los neutréfilos: productos bacterianos,
componentes del sistema del complemento, principalmente C5a y productos de
la via de la lipooxigenasa del metabolismo del &cido araquidonico,

especialmente el leucotrieno B.

ingerida se adhiere a la superficie del leucocito, después es englobada y
finalmente es destruida o degradada. A continuacion pasamos a describir de

manera somera estas fases.

son reconocidos sino estan revestidos de factores séricos denominados
opsoninas. Las dos principales son, la IgG (subtipos 1y 3) y el C3b, generado

por la activacién del complemento por mecanismos inmunoldgicos o no.

extrafnas, la particula queda incluida en el citoplasma de la célula dentro de un
fagosoma o vacuola fagocitica. La membrana de esta vacuola se fusiona con la

de un granulo lisosomial y este vierte enzimas hidroliticas y sustancias
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bactericidas dentro de la vacuola fagocitica. Durante este proceso, puede
haber salida de enzimas hidroliticas y productos metabdlicos (radicales del
oxigeno) desde la célula al espacio intersticial pudiendo dar lugar a lesiones

tisulares.

conocidos dos tipos de mecanismos bactericidas:
- Dependiente del oxigeno.

- Independiente del oxigeno.

3.3. Mediadores quimicos de la inflamacién

Dentro de los mediadores quimicos de la inflamacion vamos a destacar los

siguientes:
3.3.1. Aminas vasoactivas

a) Histamina: La histamina o sustancia H estd siempre presente en las
fases iniciales de la inflamacién. Se encuentra almacenada, de forma inactiva,
en los granulos de las células cebadas, leucocitos, basofilos, eosindfilos y
plaquetas. En menor cantidad se halla en diversos tejidos como piel, mucosa

intestinal y pulmones.

El papel de la histamina y su directa relacion con las células cebadas y la
degranulacién de estas, en las fases iniciales de la inflamacioén, y la supresién
de la respuesta vascular por los anthistaminicos estan suficientemente

demostrados.

La histamina produce dilatacion de las vénulas y capilares, aumento de la
permeabilidad de las vénulas y contraccion del musculo liso. Es el principal
mediador de la primera fase de la inflamaciéon “’"; aunque tiene una accién

muy fugaz, inactivandose a los 15 minutos.
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La degranulacién de las células cebadas es un proceso muy complejo, que
puede ser desencadenado por una gran variedad de causas: agentes fisicos,
inmunocomplejos, factores del complemento, toxinas bacterianas y fracciones
lisosémicas de las células inflamatorias. Su liberacién esta regulada por el nivel
intracelular de 3°-5"adenosin monofosfato ciclico (AMPc). La histamina es un
mediador importante en la fase inicial de la inflamacion y en las reacciones de

hipersensibilidad mediadas por la Ig E.

La traccion mesentérica del intestino delgado durante la cirugia del AAA
puede causar la liberacion de histamina de las células cebadas mesentéricas
originando el sindrome de traccion mesentérica que se describe con
taquicardia subita, hipotension y sofocos. Algunos autores proponen la
profilaxis preoperatoria con antihistaminicos H1 y H2 en la cirugia de AAA para
reducir la incidencia de liberacién de histamina, asi como la incidencia de
arritmias y la cantidad de medidas estabilizadoras durante la traccién

mesentérica .

b) Serotonina (5-hidroxitriptamina): Fue identificada en las células
cromafines intestinales. Aunque es uno de los mediadores quimicos mas
importantes en algunos animales de experimentacién, su papel en el fenémeno
inflamatorio humano es de menor importancia. Se encuentra en los granulos de
las células cebadas, en las plaquetas y también en el intestino, bazo y tejido
nervioso. Tiene menor importancia que la histamina en la respuesta

inflamatoria .
3.3.2.- Mediadores Quimicos del Plasma

Por la presencia de proteasas, una serie de proteinas presentes en el
plasma, se van a romper creando un conjunto de mediadores que intervienen

en la reaccion inflamatoria.

potente accion vasodilatadora prolongada. La accion de estas sustancias
consiste en vasodilatacion arteriolar, contraccién lenta del musculo liso,
aumento de la permeabilidad, sobre todo en el lecho capilar, y efecto

hipotensor. También producen un efecto similar al de la histamina y serotonina
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en las vénulas, con separacion de las uniones intercelulares de las células

endoteliales. Son las responsables del dolor en el foco inflamatorio.

La formacién de las cininas se inicia por la activacion del factor de Hageman
(factor Xll) cuando se pone en contacto con superficies de carga negativa,
como la membrana basal o el colageno. Un fragmento, el factor Xlla,
transforma a la precalicreina plasmatica en la enzima activa calicreina. Esta
actua sobre los cinindégenos (a2 globulina) y los escinde; dando como producto
final la bradicinina, potente mediador quimico de la inflamacién, pero de accion
corta, ya que es inactivado por una enzima denominada cininasa. La calicreina
es ademas un potente activador del factor de Hageman, lo que permite la

autoactivacion del sistema 2,

como el factor auxiliar del suero que no se inactivaba por el calor y que actuaba

sobre células recubiertas de anticuerpos para causar su muerte.

Se conocen mas de veinte proteinas séricas que circulan de forma inactiva
y que una vez activadas forman parte de un sistema de amplificacién en
cascada muy complejo, que juega un papel muy importante en las defensas del

individuo.

Este conjunto de proteinas séricas se sintetizan fundamentalmente en el
higado, también por linfocitos, macrofagos y células del sistema linforreticular;
al ser activadas, interaccionan entre si de forma secuencial originando una
serie de reacciones en cascada con la produccion de diferentes fragmentos
proteicos, capaces de ejercer diversos efectos bioldgicos entre los que
destacan, la lisis de membranas celulares, el incremento de la eficacia

fagocitica celular y la induccién de reaccion inflamatoria .

Desempefia un papel muy importante en la respuesta inmunitaria y desde

luego en el proceso inflamatorio ¢

, componente inespecifico de dicha
respuesta; durante el desarrollo de la inflamacion se incrementa la sintesis de
las proteinas del complemento, bajo la estimulacién de citocinas, como la IL-1y

el INF-y. Pertenece al grupo de defensas inmunitarias inespecificas del
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organismo, aunque actua muy integradamente con las defensas especificas

adquiridas, como Igs, especialmente la IgG y la IgM.

La activacién del sistema del complemento contribuye a la aparicién de la
injuria isquemia-reperfusion en los pacientes sometidos a la reparacidon
toracoabdominal del aneurisma de aorta ®", aumentando notablemente

después de la reperfusion.

La activacién del sistema del complemento puede iniciarse y desarrollarse
por dos vias diferentes, la clasica y la alternativa , que terminan en una via final
comun, cuyo objetivo es llegar a formar un complejo proteico con capacidad
para atacar, el MAC (membrane attack complex), perforando la membrana y

produciendo la lisis celular.

CLASICA:

Complejo antigeno C, Factor Xl

anticuerpo Activacion
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Figura 2.- Vias de activacién del complemento

Ademas de ésta, su activacion es responsable de otras acciones bioldgicas

claves en el proceso defensivo frente a la invasion, especialmente bacteriana:

* Opsonizacién: recubrimiento de las “particulas” extrafas por sustancias
(opsoninas), haciéndolas mas susceptibles a la fagocitosis (el C3a es la
opsonina mas importante del sistema del complemento y, en menor
grado, C4b y C5b).
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* Estimulacion de la respuesta inflamatoria: mediante la liberacion de
histamina y otras sustancias vasoactivas de los mastocitos y basofilos
(accion de dichos componentes [C3a, C4a, Cb5a], escindidos de los
principales y que actuan como anafilotoxinas, y de los fendmenos de

quimiotaxis de las células fagociticas (fragmentos C5a y C3a).

forman este sistema, pueden ser activadas por el factor de Hageman. El punto
final es la transformacion del fibrinbgeno en fibrina, con liberacion de
fibrinopéptidos que producen aumento de la permeabilidad vascular y

quimiotaxis de los leucocitos.

El sistema fibrinolitico puede participar también en el fendmeno inflamatorio,
a través de su relacion con el sistema de las cininas. La calicreina transforma el
plasmindégeno en plasmina; ésta, ademas de disolver el coagulo de fibrina,
actua en el foco inflamatorio al iniciar la formacion de bradicinina por activar el
factor de Hageman, cerrando el ciclo de activacién mutua de ambos sistemas.
La plasmina puede también activar el sistema del complemento por la via
alterna. Los productos de la degradacién de la fibrina producen alteraciones de

la permeabilidad .
3.3.3. Derivados del acido araquidonico

Prostaglandinas y leucotrienos. El acido araquidénico es un acido graso
insaturado que procede de la dieta o del metabolismo del acido linoleico. No se
encuentra libre en las células, si no formando parte de los fosfolipidos de la
membrana celular. Para su utilizacion por la célula, debe ser liberado de los
fosfolipidos mediante la activacion de una fosfolipasa. Esta activacién se
desencadena mediante una serie de estimulos fisicos, mecanicos o quimicos

(C5a). Una vez liberado, puede seguir dos vias metabdlicas :

hormonas de accion local, corta y rapida que poseen varias actividades
farmacolégicas y regulan las funciones celulares a través del sistema del AMP
ciclico. En el foco inflamatorio, actian como mediadores y reguladores de la

inflamacion; a veces con acciones antagonicas.
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La ciclooxigenasa transforma el acido araquidénico en un endoperoxido: la
PGG2, que es transformada por oxidacion enzimatica en PGH2. Ambas
prostaglandinas producen agregacion plaquetaria y contraccion del musculo

liso.
La PGH se transforma en tres sustancias diversas segun su localizacién:

- PGI2 o prostaciclina, presente en la pared vascular y, mas
concretamente, en el endotelio. Es un potente inhibidor de la agregacién

plaquetaria y posee accion vasodilatadora.

- Tromboxano A2, se localiza en las plaquetas. Tiene una accion muy
corta con un efecto antagonico a la anterior: favorece la agregacion

plaquetaria y la vasoconstriccion.

- PGE2, PGD2 y PGF2. Son otras prostaglandinas mas estables vy
presentes en diversos tejidos. Entre sus acciones destaca la
vasodilatacion. Inducen también la formacion de colageno y estan

implicadas en la aparicion de la fiebre (PGE2) y el dolor.

bajo la accion de la lipooxigenasa, se transforma en una serie de productos
denominados leucotrienos por haber sido aislados inicialmente en los

leucocitos y por su estructura quimica caracteristica.

Estas sustancias pueden originarse también en macrofagos, células

cebadas y otras células del tejido conjuntivo.

Alguno de los leucotrienos (LTB4, LTD4, LTE4) producen broncoespasmo,

vasoconstriccion y aumento de la permeabilidad.

Actuan sobre los leucocitos promoviendo la adherencia de los mismos al
endotelio y su extravasacion al espacio tisular. Ademas, el LTB4, es un potente
quimiotactico para neutrdfilos, eosindfilos y monocitos y favorece la liberacion

de enzimas lisosémicas.
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3.3.4. Factor Activador de las plaquetas (PAF)

Mediador derivado de los fosfolipidos que ejerce una accidn mucho mas
potente que la histamina sobre la permeabilidad vascular y, a concentraciones

bajas, produce vasodilatacién .

Produce agregacién plaquetaria, aumento de la permeabilidad vascular,
contraccion del musculo liso, activacion de neutréfilos y ademas aumento de la
adherencia leucocitaria al endotelio, quimiotaxis, liberacion de enzimas

lisosomiales y broncoespasmo.

El PAF pude ser producido por una serie de células como los basofilos,

neutrdéfilos, monocitos y endotelio.
2.3.5. Citocinas

Son un grupo de polipéptidos producidos por varios tipos de células,

especialmente por monocitos, macréfagos linfocitos y células endoteliales.

Algunos autores proponen que se puede cuantificar la magnitud del estrés
quirurgico en pacientes que han soportado una cirugia de aorta midiendo las
respuestas inflamatorias consiguientes a la intervencidon, especialmente
midiendo la secrecidén de citocinas antes de la intervencion y peridodicamente
durante dos semanas después de la misma. Un gran aumento de las citocinas
después del dia 7 puede indicar una infeccion del injerto vascular, vy
especialmente la secrecion prolongada de IL-8 sugiere un rechazo a la

ortopedia sintética ?®%.

En la actualidad se han descrito mas de 20; detallaremos a continuacion

las mas importantes relacionadas con el proceso inflamatorio en la reperfusiéon
(182, 259, 264, 184, 40, 132)

- Interleucina-1 (IL-1):

Es un polipéptido del que se conocen dos formas moleculares, a y B,

codificadas por genes localizados en el cromosoma 2. La homologia entre
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ambas formas de IL-1 unicamente es del 26%, pero interaccionan con el mismo

receptor y comparten actividades biolégicas similares.

Es producida por macréfagos, células endoteliales, células mesangiales,
fibroblastos, etc. Y por otros tipos celulares relacionados con la respuesta

inmune (linfocitos B, células NK, etc.).
Dentro de la respuesta inflamatoria destacamos las siguientes funciones:

- Es capaz de activar los macréfagos, siendo también producida por ellos
se convierte en uno de los mecanismos de autoactivacion macrofagica.

- Aumenta la produccion de prostaglandinas y la actividad citotoxica del
macrofago.

- Junto a otras citocinas, factores de crecimiento y el factor estimulador de
la monopoyesis (FEM) liberados en el foco inflamatorio, incrementan la
actividad de la médula 6sea para aumentar la produccién de la serie
blanca.

- Estimula a células endoteliales, fibroblastos, linfocitos, etc. incrementando
la produccion de diferentes factores de crecimiento (GM-CSF, G-CSF, M-
CSF, etc.).

- Induce la proliferacién de los fibroblastos.

- Actuando sobre el hipotdlamo incrementa la produccién de la
prostaglandina PGE,, apareciendo asi fiebre y dolor.

- Provoca el aumento de la expresion de diferentes moléculas de adhesion
celular como veremos mas adelante.

- Aumenta la produccién de moléculas de Clase Il del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad y provoca la activacién de la ciclooxigenasa.

- Causa la activacién de la sintasa inducible del éxido nitrico (iNOs)
incrementando asi la produccion de 6xido nitrico.

- Etc.

Entre otros efectos destacamos los realizados sobre las células del Sistema
Inmunitario, asi puede sefialarse su accion reguladora de la activacion

linfocitaria T y de la secrecién de linfocinas, y de forma determinante, de la IL-2.
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También actua sobre los linfocitos B en los que induce una sefnal que favorece

la proliferacion celular y su diferenciacion hacia células secretoras de Igs.
- Interleucina-6 (IL-6):

Es una glicoproteina producida por diversos tipos celulares entre los que se

incluyen macrofagos, fibroblastos, células endoteliales y linfocitos T.

Su produccion en el proceso inflamatorio induce activacion de los monocitos
y disminucién de la produccién de otras citocinas como IL-1 y TNF-a, es una
de las citocinas mas importantes en la regulacion negativa del fenomeno

inflamatorio.

También posee una relevante funcion reguladora sobre la diferenciacién de

los linfocitos B, y parece que modula la activacion de las células T.

- Interleucina-10 (IL-10):

Es una proteina que presenta una gran similitud estructural con el genoma

del virus de Ebstein Barr.

Es producida, entre otros, por macrofagos y células T. Entre sus funciones
en la respuesta inflamatoria destacamos la capacidad de activar o inhibir los
macrofagos (dependiendo de su concentracion) convirtiéndose, junto con la IL-

6 es otra de las citocinas moduladoras del fenémeno inflamatorio “°.

Parece que también ejerce su accién estimulando la proliferacion de células

B y T, tanto maduras como inmaduras.

- Factor de Necrosis Tumoral (TNF):

Es una citocina segregada fundamentalmente por los monocitos y
macrofagos, aunque también la pueden producir los linfocitos T y las células

NK, cuyo gen se localiza en el cromosoma 6. Presenta dos formas la a y la
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que aunque poseen funciones similares (en la inflamacion) las desarrollan con

diferente intensidad.
Dentro del fendmeno inflamatorio destacamos las siguientes funciones:

-Es capaz de activar los macrofagos, siendo también producida por ellos
se convierte en uno de los mecanismos de autoactivacion macrofagica.
-Junto a otras citocinas, factores de crecimiento y el factor estimulador de
la monopoyesis (FEM) liberados en el foco inflamatorio, incrementan la
actividad de la médula ésea para aumentar la produccién de la serie

blanca.

-Estimula a células endoteliales, fibroblastos, linfocitos, etc.
incrementando la produccion de diferentes factores de crecimiento (GM-
CSF, G-CSF, M-CSF, etc.).

-Induce la proliferacion de los fibroblastos.

-Actuando sobre el hipotdlamo incrementa la produccion de la
prostaglandina PGE,, apareciendo asi fiebre y dolor.

-Provoca el aumento de la expresion de diferentes moléculas de
adhesion celular como veremos mas adelante.

-Aumenta la produccién de moléculas de Clase |l del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad y provoca la activacién de la ciclooxigenasa.

-Causa la activacion de la sintasa inducible del 6xido nitrico (iNOs)
incrementando asi la produccion de 6xido nitrico.

-Incrementa la produccion de radicales libres del oxigeno, especialmente
del anién superoxido.

- Estimulador de la sintesis del PAF.

- Etc.

Representa una citocina clave en el desarrollo del shock séptico y otras

respuestas sistémicas (SIRS, FMO, etc.).
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- Interferén (INF):

Dentro de sus acciones en la inflamacion destacamos el aumento de la
produccion de macrofagos y su activacion y el incremento de la expresion de
diferentes moléculas de adhesion celular. Regula la funcion de diferentes
células del sistema inmunitario como los linfocitos T y B, las células NK y los

macrofagos.
3.3.6. Productos Lisosémicos de los Leucocitos

La liberacion de las sustancias contenidas en los lisosomas de las células
que forman parte del exudado inflamatorio, neutréfilos y monocitos, puede
contribuir al mantenimiento de la respuesta inflamatoria e inducir a la

destruccion tisular que aparece después de la reperfusion.

Todas estas enzimas son inhibidas por antiproteasas dentro de las cuales
tenemos a la alfa-1 antitripsina que es el principal inhibidor de la elastasa de los

neutrofilos.
3.3.7- Radicales libres de oxigeno ( RLO ):

La observacién de que la reperfusion (reentrada de oxigeno) de los tejidos
isquémicos incrementa la lesion de los mismos, dio origen al concepto de que
la lesion por reperfusidn puede encontrarse mediada, al menos en parte, por la

formacién de metabolitos reactivos del oxigeno o radicales libres del oxigeno
(1486, 297, 174)

La reperfusion de 6rganos isquémicos, puede agravar la lesién tisular a
través de una respuesta molecular, celular y vascular. La primera, esta
expresada por la produccién de radicales libres del oxigeno y citoquinas, las
cuales promueven una activacion de la respuesta inflamatoria. La segunda esta
caracterizada por el acumulo de neutréfilos, con aumento de la produccién de
enzimas lisosomales y propagacion mas alla del tejido dafiado. La respuesta
vascular estad marcada por el incremento de la permeabilidad al plasma vy las

macromoléculas, formacién de edema y, por Gltimo, trombosis intravascular "¢

299)
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Hoy en dia, se esta buscando la posibilidad de actuar sobre cada una de

estas tres vias, para intentar reducir los efectos causados por la reperfusion.

El oxigeno molecular se puede reducir en pasos univalentes para generar
83).

tres especies oxidantes |
- La reduccion univalente produce el anion superéxido O,". Su toxicidad
suele atribuirse a su funcibn como precursor de especies mas
reactivas del oxigeno.
- El peroxido de hidrogeno, H20,, se produce como resultado de la
reduccion bivalente o dismutacion del O;'.
- La tercera especie de radical que se deriva del oxigeno molecular es
el radical hidroxilo, *OH, que se forma por interaccion del Oy y el

H.0O,, y es un agente oxidante muy potente.

El resultado de la formacién de los radicales del oxigeno es perjudicial para
una serie completa de biomoléculas que se encuentran en los tejidos, entre
ellas acidos nucleicos, liquidos de membrana, enzimas y receptores. Los
acidos grasos poliinsaturados que se encuentran en la membrana son muy
accesibles al ataque del *OH en un proceso que da por resultado peroxidacion
de los lipidos. Esta puede alterar la fluidez de la membrana celular y provocar

la lisis.
Los radicales libres del oxigeno son producidos, por dos mecanismos:

- Xantinooxidasa: La xantinooxidasa es una enzima que tiene
capacidad de generar radicales libres del oxigeno durante la oxidacion
de hipoxantina a xantina.

- NADPHoxidasa que reduce al oxigeno molecular hasta el anion
superoxido. Y la mieloperoxidasa que cataliza la formacion de acido
hipocloroso, HOCI, a partir del peroxido de hidrogeno y de iones

cloruro.

Los radicales libres son producidos, entre otros, por los neutrofilos y

macrofagos, pueden ser liberados tras la exposicion a los agentes
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quimiotacticos, inmunocomplejos o ante la fagocitosis, etc. Y estan implicados

en:

Inactivacion de proteasas como la alfa-1 antitripsina que puede dar

lugar a un aumento en la destruccion de los componentes

estructurales tisulares, como la elastina.

- Lesidon de las células endoteliales con aumento de la permeabilidad
vascular.

- Producen oxidacién los grupos sulfhidrilos de las proteinas, formando

puentes -SS- que alteran su estructura. con pérdida de la actividad

bioldgica.

- Lesion sobre el DNA produciendo peroxidacion y modificacidn quimica

de sus bases nitrogenadas.

- Sobre los lipidos inducen la formacion de peréxidos lipidicos, que son

potentes inhibidores enzimaticos.

El organismo posee diferentes mecanismos protectores antioxidantes, entre
los que destacamos los siguientes: la ceruloplasmina, la transferrina, la

superoéxido dismutasa, la catalasa, la glutation peroxidasa, etc.

En la saliva de pacientes con periimplantitis se ha detectado la existencia de
niveles mas bajos de sustancias antioxidantes (acido ascérbico) que en la
saliva de sujetos sanos, por lo que algunos autores han sugerido utilizar
suplementos de antioxidantes en la dieta para prevenir la apariciéon de

periimplantitis en los pacientes sometidos a tratamiento con implantes dentales
(177)

Experimentalmente, se esta investigando la utilizaciéon de los “barrenderos”
de radicales libres, ya que estos han sido implicados como mediadores de las
lesiones que ocurren durante la reperfusion en varios 6rganos, incluido el
sistema nervioso central. Consecuentemente el tratamiento adecuado con

estos “barrenderos” puede limitar el dafio tisular.
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3.3.8. Oxido Nitrico:

La importancia suscitada en los ultimos afos, en el fendmeno inflamatorio,
por el 6xido nitrico ha incrementado exponencialmente el numero de estudios
que se han realizado sobre este importante mediador de la respuesta
inflamatoria que parece estar involucrado incluso en la regulacion genética del

proceso.

El enzima implicado en la sintesis del 6xido nitrico (NO) es la NO-sintasa (L-
arginina-NADPH-oxidoreductasa-NO-sintasa), quien convierte el grupo
guanidina terminal de la L-arginina en NO con un compuesto intermediario de
w-hidroxil-L-arginina. Requiere oxigeno y 4 cofactores (grupo hemo, FAD, FMN

y tretrahidrobiopterina), asi como la presencia de calciomodulina %%,

Se describen 3 genes distintos responsables de las sintesis de otras tantas
formas del enzima productor del éxido nitrico, con un 60% de similitud entre
sus moléculas: dos de ellas expresadas constitutivamente (cNOS) y otra de

expresion inducible por estimulos inmunolégicos (iINOS).
* cNOS:

- eNOS: Fue la primera identificada, en las células del endotelio
vascular, de ahi su denominacion.

- nNOS: Inicialmente aislada en las neuronas se ha encontrado también
en células beta-pancreaticas, células musculares estriadas, células

epiteliales del pulmodn, etc.
* iNOS:

En un primer momento identificada como inducible en los macréfagos, no
esta expresada inicialmente de forma constitutiva, pero seguido a la exposicién
a productos bacterianos y citocinas puede encontrarse en un amplio numero de
células, no sélo en macrofagos, sino también, en células hepaticas, células

musculares lisas y células endoteliales de los vasos.

37



Las formas constitutivas (cNOS) se encargan de la produccion de NO en
condiciones fisiologicas, en las que, su liberacion parece ser pulsatil y a niveles

bajos.

La enzima iNOS, en cambio, produce un flujo continuo y de gran cantidad
de NO desde el momento en que es activada (inducida); algunos autores
apuntan a la posibilidad de que en situaciones de activacion, ese enzima podria
sufrir un efecto de control en la produccién del NO, por retroalimentaciéon

negativa ejercido por el propio NO producido.

Los diferentes estudios realizados concluyen que, entre otros, los
principales estimulos para la activacién de la iINOS son: Productos derivados
de las bacterias (LPS, restos de la pared, etc.), interferén-y, interleucina-1, el
factor de necrosis tumoral-a, los radicales libres del oxigeno, el factor de
transcripcion nuclear NFkB, y el factor inhibidor de la migracion de los

macrofagos (MIF).

En cuanto a su inhibicién, otra serie de citocinas parecen inhibir su
produccion (interleucina-4 e interleucina-10), causando el mismo efecto

inhibidor el factor de crecimiento de los macréfagos (TGF-8) ( fig. 3).
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3.4. Papel del 6xido nitrico

Mucho se ha investigado sobre el papel que podria jugar el NO en el
fendmeno inflamatorio y en concreto en los procesos secundarios a isquemia-
reperfusion, otorgandole Gltimamente un efecto protector 9 57: 121. 180, 186, 187, 188,
220, 248, 198, 117, 23, 221, 242, 293, 269, 288) g hien, el balance final de su actividad, los
diferentes caminos en los que se encuentra implicado, y los oscuros efectos
que pudiese ejercer aun no estan completamente dilucidados y conducen a la

controversia (59, 164, 165, 289, 135, 221, 304, 226, 139)

El 6xido nitrico, una pequefia molécula radical libre gaseosa, es un
importante mensajero de la funcién celular y biolégica que demuestra un
interesante perfil antiinflamatorio y una actividad vascular protectora ®®. Pero
también se le ha descrito como un importante mediador del dafo celular en una
amplia gama de condiciones, si bien evidencias recientes indican que la mayor
parte de la citotoxicidad atribuida al Oxido nitrico se debe mas bien al
peroxinitrito, producido por la reaccién de difusiéon controlada entre el NO y otro
radical libre, el anién superdxido. Por ello, algunos autores piensan que las
nuevas estrategias farmacolégicas que intenten eliminar el peroxinitrito puedan

constituir potentes instrumentos terapéuticos en el futuro.

Entre los efectos beneficiosos parecen demostrados los siguientes % 1° 3%

53, 57, 58, 60, 98, 94, 96, 121, 141, 173, 180, 186, 187, 188, 220, 245, 248, 258, 198, 117, 23, 221, 242, 293, 269,

288) (ver también Tabla I):

* Es un inhibidor de la adhesion y agregacion plaquetaria mediante el
incremento de los niveles intracelulares de GMPc evitando asi la

trombosis del vaso.

* Disminucion de la concentracién de calcio intracelular [Ca2+]i, acumulado

durante el proceso inflamatorio .

Durante la isquemia tisular falla la bomba de calcio, por lo tanto aumenta su
concentracion intracelular determinando la activacion de las enzimas,

incluyendo las lipasas, que provocan una desestabilizacion de la membrana y
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la muerte celular. Por esto, el uso de antagonistas del calcio puede también ser

util para retrasar el dafio tisular *9.

*Bloquea la adherencia y posible migracién de los monocitos, hecho

demostrado “in vitro”.

*Es un inhibidor de la activacion neutrofilica que conduce a la adhesion
celular al endotelio (1%% 157 166. 190). a5i como a la generacion de radicales
libres del oxigeno ®2-asi como bloquea la liberacion de productos con
acciones vasoconstrictoras, citotoxicas y multiplicadoras de la reaccidn
inflamatoria (leucotrienos, citocinas, prostaglandinas, etc.) y parece ejercer
ademas un efecto citoprotector directo sobre las células endoteliales. En

relacién con estos aspectos, cabe destacar:

Algunos trabajos le otorgan también un efecto directo sobre los
fendbmenos mas intimos de la adhesion celular. En estos estudios,
cuando la produccion de NO se bloqued, la expresion de ICAM-1, en las
células endoteliales, se incremento; y cuando se indujo la produccién de

NO, los niveles expresados de ICAM-1 disminuyeron (158 166.167.197)

- Se ha demostrado como el NO puede inhibir la produccién de radicales
libres del oxigeno, por parte de los neutrdfilos, por la inhibicion directa de
la NADPH-oxidasa.

- Reacciona con los radicales libres del oxigeno, actuando como
inactivador de sus efectos. En concreto reacciona con el anion
superéxido generando peroxinitritos que son transformados, a su vez, en

nitratos con la liberaciéon del radical hidroxilo.

- Modula las hemoproteinas que pueden actuar como receptores de los

radicales libres del oxigeno.

*Parece actuar como un mensajero intracelular que no requiere

transportadores de membrana.

*Es un protector de la mucosa intestinal, favoreciendo de este modo la

funcién de barrera.
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Tabla |.- Algunas de las acciones del Oxido Nitrico

DIANA RESPUESTA

Guanilato-ciclasa. Elevacion del GMPc.
Plaquetas. Inhibicion de la agregacion y adhesion.

Células musculares lisas. |Relajacion.

Leucocitos. Inhibicion de la NADPH-oxidasa vy

activacién de la prostaglandin-sintetasa.

Radicales libres. “Barrendero” formando peroxinitritos.

Metaloproteinas. A altas concentraciones, inhibicion
directa de la citrocromo-c-oxidasa y

otros enzimas que las contienen.

Lipidos. Formacion de peroxidos lipidicos, a
través de su descomposicion, para

formar productos lipidicos vaso-activos.

La modulacion de la produccion endégena de NO, mediante la
administracion de su precursor, la L-arginina, puede conducir a una
disminucién del dafio en los tejidos isquémicos que son reperfundidos (12 42
180, 206, 209, 220, 222, 228, 240, 248, 256, 258, 272, 303, 306). En experiencias Consistentes en Ia
administracion de NO exogeno, se ha observado: una disminucion de la
actividad de la enzima neutrofilica mieloperoxidasa (marcador mas sensible de
la infiltracion neutrofilica); un mantenimiento de los requerimientos locales de
oxigeno; que no ejerce accion alguna sobre la situacion hemodinamica
sistémica o local en el transcurso del proceso inflamatorio, hecho este ultimo
contradicho en algunos modelos de isquemia-reperfusion intestinal donde
podria, para esos autores, generar una hipotension marcada por reduccion de
las resistencias vasculares periféricas con incremento del dafno. También se ha
comprobado una disminucion de la produccién de radicales libres del oxigeno y

de citocinas proinflamatorias (1% 265 285.307)

En otras lineas experimentales, en cambio, los resultados son inversos. Asi
se ha observado, en modelos de isquemia-reperfusion miocardica, un efecto

cardiodepresor y lesiones similares a las inducidas en situacion de shock.
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Algunos autores coinciden en la explicacién de que el origen, del incremento
del dafio, podria ser la formacion de peroxinitritos, dioxido de nitrégeno vy

radicales hidroxilo; que serian los responsables de estos efectos adversos ¥ .

La ultima tendencia es considerar que esos efectos contrarios podrian
deberse a un exceso de produccion, a su vez, secundaria a la estimulacién de
la produccién de la iINOS en las células endoteliales y en los macréfagos, que
ademas dicho sobreexceso, algunos autores se atreven a decir que bloquearia
la transcripcion de la via constitutiva o a que el efecto predominantemente
beneficioso durante la reperfusion, proviene del NO producido por cNOS. De
hecho el bloqueo de la produccion de NO por un inhibidor especifico del cNOS
(L-NAME = NG-nitro-L-arginine methyl ester), mostré en modelos de isquemia-
reperfusion intestinal un efecto adverso, morfolégico y funcional, respecto al
uso de bloqueantes no selectivos de ambos enzimas (L-NMMA = N-monometil-

L-arginina).

En modelos de isquemia-reperfusion renal (4 9 94 186 188) go pg

comprobado como el NO, juega un papel muy importante en la regulacion del
flujo renal, asi como en la excrecidén de sodio y agua en condiciones fisioldgicas
y durante el fallo renal agudo secundario a isquemia-reperfusion. Se ha
demostrado como el tratamiento pre-reperfusion, con el precursor del NO
endodgeno, la L-arginina (184), o con NO exdgeno, se sigue de una mejora de la
funcién renal fundamentada en un incremento de la excrecion de sodio,
descenso sérico de creatinina y aumento del flujo renal arterial. Confirmado al
bloquear la ruta sintética endogena del NO, con un antagonista de la L-
arginina, L-NNA en uso sistémico o intra-arteria renal, respectivamente, se
generaba una vasoconstricion arteriolar con el consiguiente descenso del flujo
arteriolar y por tanto de la diuresis. Se comprueba también como este efecto es
menor, solo incremento discreto de la diuresis, si el tratamiento se realiza una

vez iniciada la reperfusion.

Ante toda esta confusion y contradicciones no debemos descartar dos
aspectos muy importantes, el primero de ellos seria la posible activacién,
secundaria a la de la iINOS, de fendmenos que causen un incremento del dafio

en la inflamacion; y el segundo seria el momento, dentro del proceso
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patolégico, en el que se administra el tratamiento (bloqueantes, precursores o
exdgeno). De todas las formas deberemos esperar nuevos resultados que

aclaren todos los aspectos comentados y otros aun desconocidos.

La controversia continua debido a que algunos datos demuestran que el NO
endogeno juega un papel minimo en isquemia-reperfusion, pero el NO exdgeno
parece tener un claro efecto beneficioso (188186 201, 247, 105, 34)  go nha
comprobado una gran disminucion de la produccion enddégena del NO,
mantenida en el tiempo, en modelos de isquemia-reperfusion donde se ha
tratado a los animales de experimentacién con NO exdgeno, en estos casos no
podemos descartar que la inactivacion de la iINOS pueda tener algo que ver

con los efectos beneficiosos encontrados (2" 3V,

Muy poco se conoce acerca de como se controla la liberacién de citocinas,
o de cémo se modulan las moléculas de adhesion celular durante la
inflamacién. Basado en algunos trabajos de la literatura ©%, se piensa que el
NO es el paso final que eventualmente ejerce una retroalimentacién negativa

en la produccién/liberacién de las citocinas © 192 %)

y/o la expresion/activacion
de las moléculas de adhesién celular "% muy posiblemente, todo ello mediado

por la regulacién del factor transcripcional NFkB.

Un componente importante de la respuesta inflamatoria es la respuesta de
oxido nitrico, y el aumento de los niveles de éxido nitrico puede proteger de la
injuria renal causada por el clampaje durante la reparacién del aneurisma
aortico (39, 98, 186,188)_

En pacientes sometidos a cirugia cardiaca con circulacion extracorpérea el
oxido nitrico administrado en forma gaseosa a baja concentracion puede tener
un efecto antiinflamatorio protector siendo capaz de disminuir la liberaciéon de

los indicadores de la lesion del miocardio 1%,

Los injertos arteriovenosos utilizados para la hemodialisis desarrollan a
menudo una hiperplasia intimal, que al final conduce al fallo del injerto. El éxido
nitrico juega un papel clave en los mecanismos vasculares homeostaticos que
modulan el tono vasomotor, inhibiendo la inflamacién y ejerciendo un efecto

citoprotector sobre el endotelio. Aunque el chorro turbulento de la aguja de
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didlisis puede contribuir a un dafo en el tabique del vaso (pérdida de integridad
endotelial), también un descenso en la produccién de oéxido nitrico podria
contribuir a la cascada de acontecimientos que conducen a la formacion de
hiperplasia |nt|mal (137, 14, 24, 25, 32, 44, 62, 128, 162, 202, 240)_

En el caso de los implantes dentales se ha demostrado que cuando existe
inflamacion severa (peri-implantitis) se produce un aumento en los niveles de
nitritos en el fluido sulcular periimplantario, por lo que algunos autores han
sugerido que el NO jugaria un papel en la remodelacion y adaptacion del hueso

situado alrededor de los implantes dentales ?38 244.290)
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4. SINDROME INFLAMATORIO POSTPERFUSION (SIRS)

En la cirugia del AAA la necesidad del clampaje aortico suprarrenal
condiciona una situacién de isquemia, con salida de gran cantidad de
mediadores de la inflamacién. Estos mediadores, que con la reperfusién se
liberan de forma subita al torrente circulatorio, dan lugar a una repuesta
inflamatoria. Si ésta escapa a sus mecanismos de control, puede surgir el

Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS).

El SIRS es definido clinicamente por cambios en la temperatura, frecuencia
cardiaca y del nivel de leucocitos. La importancia del SIRS viene dada por su
capacidad para producir una disfuncion organica, la cual puede progresar hasta
un fallo simple o multiorganico (ej: edema pulmonar no cardiogénico, fallo renal

agudo (FRA), depresidén miocardica y fallo de la coagulacion).

4.1. Lesion por isquemia

La aplicaciéon de un clamp en aorta abdominal suprarrenal durante la
intervencion, provoca isquemia renal y en todo el territorio de la aorta
descendente.

Definimos la Isquemia como la interrupcién del suministro de sangre en
un territorio con la consiguiente anulacion del aporte de oxigeno y nutrientes. El
primer componente de esta lesion es una interrupcion del suministro de sangre
que impide la distribucion de oxigeno y nutrientes a los tejidos.

Esta situacion se caracteriza por la conversion del metabolismo celular
en anaerobio, modificandolo hacia la fermentacién lactica y eludiendo el ciclo
de Krebs. En consecuencia la produccion anaerdbica de adenosin trifosfato
47, 203)

(ATP), molécula energética celular esencial, es sensiblemente inferior ¢
(Figura 1).
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Figura 1.- Cambios metabdlicos en la lesion isquémica

El déficit de oxigeno junto con el agotamiento de la energia celular,
conducen a diversas alteraciones bioquimicas incluyendo la disfuncién del
sistema de transporte de membrana y una atipica activacion de los sistemas
citoplasmaticos. Un ejemplo importante de estos cambios es el conocido
aumento de la concentracion de calcio intracelular [Ca2+]i, que actua como un
segundo mensajero y provoca la activacion de diversos sistemas enzimaticos
importantes para la produccién de los mediadores de la inflamacion “9: 9 218)
(Figura 2).
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| [Ca2+]l — : -
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Figura 2.- Pérdida energética y sus consecuencias
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La falta de ATP produce disfuncion de los sistemas de transporte de la
membrana y conduce a la acumulacion de fluido dentro de la célula y

tumefaccion de la misma (Figura 3).

36 mol ATP/mol ———— 2 mol ATP/mol
¢ ATP

/ Despolarizacion mb. celular

L Funcion ATPasa —»> (Na, K, H)

# [Ca2+]i —————— Tumefaccién celular

Figura 3.- Causas de la tumefaccion celular en la isquemia

El déficit energético conduce a un aumento de la glucolisis con la
consiguiente disminucion del glucégeno y del pH ademas de una disminucién
de la sintesis proteica; estos hechos, conllevan la liberacion de enzimas
lisosomales, citosodlicas (rompen el esqueleto celular) y de la fosfolipasa A2
(degrada los fosfolipidos de membrana). Todas estas alteraciones conducen a

la produccion de cambios nucleares y autodigestion proteica (Figura 4).

Glucolisis —————p Glucoégeno y pH
+

$ Sintesis Proteica

Liberacion enzimas
lisosomales

- Cambios nucleares

/

Autodigestion Proteica

Figura 4.- Autodigestidn proteica en la lesion isquémica
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Al mismo tiempo, la isquemia conduce a una pérdida de fosfolipidos de
membrana, alteraciones en el citoesqueleto y a una acumulacion de adenosina
(desciende el ATP y aumento el ADP) vy sus productos de degradacion, xantina
e hipoxantina. Esta molécula, ya en la fase de isquemia, pero sobre todo en la
fase de reperfusion, dara origen a radicales libres del oxigeno, que son lesivos

para las membranas celulares.

La ruptura de la membrana citoplasmatica dafiada es un factor importante
en la patogénesis de la lesidén isquémica irreversible. Por consiguiente, si la
isquemia es lo suficientemente prolongada el dafio ocasionado sera irreversible
(necrosis celular), careciendo de importancia a partir de este momento la fase

de reperfusion (Figura 5).

Figura 5.- Necrosis celular en la isquemia

En la isquemia inducida en el riidon durante una situacién de shock, el
descenso de la perfusion debida a los mecanismos de irrigacion preferencial
(180.263) ‘conlleva una deplecion de la produccion intracelular de ATP ¥ junto a
una disfuncion tubular renal. ¢+ 263
De manera particular, se ha comprobado en diferentes estudios sobre

isquemia pura e isquemia-reperfusién renal, cémo la activaciéon de los
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neutrofilos junto a las citocinas liberadas en el tejido isquémico provoca

alteraciones sobre el aporte de flujo al rifién. @%

Se producen alteraciones ultraestructurales detectables en el riAdn
isquémico, comprobando cémo muy precozmente (a los pocos minutos de
iniciarse la isquemia) es posible detectar una desaparicion de las

microvellosidades apicales (¥

(94, 97, 104).

. En concreto la gama de lesiones identificadas
son
a) Disfuncion endotelial y vasoconstriccidon renal sostenida;
b) Alteraciones en el citoesqueleto de las células tubulares.

c) Pérdida de la permeabilidad de los tubulos;

En modelos de Isquemia-Reperfusion (I/R) en miocardio y pulmén de rata
(217, 267) se ha comprobado cdmo los tejidos sometidos a periodos cortos de
isquemia separados por periodos de reperfusion intermitente, toleran mejor un
periodo prolongado de isquemia. Esta mejoria de la tolerancia a la isquemia se
ha justificado por la liberacion enddégena de substancias con efectos

protectores, entre ellas la adenosina, prostaciclina, NO y bradiquinina (1%

Hotter et al.,, realiza experiencias similares en intestino de rata

9% %) En las

comprobando ese efecto protector de la isquemia intermitente
mismas experiencias también comprueban cémo dicho efecto desaparece
cuando se trata con un inhibidor de la sintesis de NO, mientras que los
inhibidores de la PGI2, no modifican los resultados. Estos resultados sugieren
que en los periodos breves de isquemia se produce un aumento del calcio
intracelular con la consiguiente activacion de la NO-Sintasa-Ca-dependiente,
incrementandose la generacion de NO, quien podria ejercer ese efecto

beneficioso %,

4.2. Lesion por reperfusiéon
El restablecimiento del flujo sanguineo es necesario para rescatar los

tejidos isquémicos, con el fin de posibilitar la regeneracion de la energia celular

y la eliminacion de los metabolitos toxicos derivados de la situacion de anoxia.
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En cambio, la reperfusion inicia una sucesion de acontecimientos que de
manera paradodjica pueden prolongar la lesiéon tisular e incluso intensificarla.
Diferentes estudios han puesto de manifiesto que la reperfusion andxica de los

tejidos isquémicos da por resultado poca lesién %4 2%9

, pero en cambio, que
las reacciones iniciadas durante la reperfusién con oxigeno, van a ocasionar
altera.

Los mecanismos implicados en esta lesiobn no estan completamente
demostrados, pero los radicales libres del oxigeno (RLO) parecen ser
responsables importantes. Los RLO se forman en los tejidos post-isquémicos

por reduccion quimica del oxigeno aportado en la reperfusion.

Una vez producidos, los RLO condicionarian por interaccion con las
membranas del endotelio vascular del tejido isquémico, un aumento de
concentracion de Ca2+, que activaria una serie de proteasas no especificas y
fosfolipasas (Fosfolipasa A2); la activacion de estas proteasas conduciria a la
liberacién de sustancias quimioatrayentes para los leucocitos que, entre otras,
incluyen los metabolitos derivados de la cascada del acido araquidonico como

leucotrienos, tromboxanos y diferentes tipos de prostaglandinas (Figura 6).

Ac Araquidénico
Compiemento

Figura 6.- Produccion de RLO tras la reperfusion; implicacion
en la produccion de sustancias quimiotractantes
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Por otro lado, los RLO ocasionarian una peroxidacion de los lipidos de la

®2.126) con el consecuente aumento de la

membrana de las células
permeabilidad de la membrana celular. Por ultimo los RLO, son capaces de
ocasionar directamente alteraciones en los sistemas enzimaticos celulares y
provocar mutaciones del DNA (Figura 7) (€6 199 179. 246.284) 544 esto contribuira
al trastorno en la funcion celular y a su posterior necrosis, fendmeno esencial

que acompaiia a la reperfusion de los tejidos isquémicos “7.

. .———— TNF-a

et

TRLO < TNO

lGSH \ TmRNA TNF-o.

Proteasas iNOS

Masculo liso vascular
Hepatocito

Macréfago
Otras

- = 4

Figura 7.- Mecanismo de lesion celular de los RLO

En concreto, los RLO induciran en su accion sobre el DNA, la activacion de
proteinas transcripcionales que incrementaran la produccion de 6xido nitrico y
citocinas (TNF-a) las cuales a su vez, aumentaran la produccién de mas RLO

perpetuando e incrementando asi el dafio ¢ 159 179.246.270) (Figyra 8).
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Figura 8.- Mecanismo de retroalimentacién en la produccion de RLO

La activacion y acumulacién de los neutréfilos en el tejido postisquémico es
causa de lesidén, siendo ésta proporcional al grado de acumulacion. El
incremento de la actividad de la mieloperoxidasa constituye un marcador
sensible del dano inducido por la isquemia y reperfusion en los tejidos, en el

que los neutrofilos parecen ser mediadores primarios (73 7% 88. 186,187, 188)

Por otro lado, la masiva depleccion de neutréfilos del suero ) el bloqueo
en la produccion de los radicales libres del oxigeno ?®"), o el uso de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la glucoproteina de membrana neutrdfilica CD18
, responsable de la adhesion del leucocito al endotelio > '*” disminuyen Ia

infiltracion neutrofilica y con ello la lesion microvascular.

La produccion de RLO parece conducir también a la fragmentacion de la
molecula de C5 activando el complemento sérico ®*® con la subsiguiente
generacion de anafilotoxinas. De hecho, la inactivacion del complemento

disminuye la lesién por reperfusion en los tejidos '°® (Figura 9).
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Figura 9.- Interaccion RLO y sistema complemento.
Quimiotaxis leucocitaria por el complemento

La liberacion de citocinas durante la reperfusién, fundamentalmente por los
leucocitos activados, especialmente factor de necrosis tumoral o (TNF-a),
interleucina-1 (IL-1) e interferon-y (IFN-y), y la liberacion del factor activador de
las plaquetas (PAF), influiran en la lesion postisquémica favoreciendo la
adhesion leucocito-endotelio )

iniciado (¢ 229.235.239, 261, 278) (Eigyras 10 y 11).

, 'y multiplicaran el fendmeno inflamatorio

\ |

+ prostaglandinas

+ actividad citotéxica

Monocito

Figura 10.- Produccion y efectos de las citocinas proinflamatorias |
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Figura 11.- Produccion y efectos de las citocinas proinflamatorias Il

Para finalizar podemos decir que ambas cirugias, electiva y de AAA roto
desarrollan SIRS y esta respuesta es causada por lesién debida a isquemia-
reperfusion.

En los pacientes con AAA roto, concurren los factores adicionales de
hipotensién, acidosis, transfusién sanguinea e hipotermia (la llamada segunda
agresion o second insult phenomena), esto da lugar a una ulterior extension de
las vias inflamatorias y probablemente incide en la progresion hacia el fallo

multiorganico.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL TRABAJO



1. HIPOTESIS

La administracion de NO exdégeno modulara la respuesta inflamatoria sistémica
inducida por la prétesis en un modelo experimental de cirugia abdominal

aortica.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

* Desarrollar un modelo experimental que simula una cirugia electiva en la

aorta abdominal.

* Evaluar la evolucion post-operatoria de las diferentes moléculas y

células implicadas en la SIR.

* Determinar el punto de maximo incremento y la vuelta a la normalidad de

los diferentes parametros inflamatorios.

* Estudiar los posibles mecanismos de accién en el control de la respuesta

inflamatoria por la Molsidomina.
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lll.- MATERIALES Y METODOS



1. MATERIALES

1.1. Instalaciones

El presente trabajo se ha realizado en:

-Centro Biosanitario de Investigacion Experimental de la Universidad de

Salamanca.
-Laboratorios del Centro Biosanitario de Investigacion Experimental de la

Universidad de Salamanca y en los Laboratorios del Hospital Clinico

Universitario de Salamanca.

1.2. Instrumental y equipo

Durante el desarrollo de este trabajo se ha hecho uso de:

1.2.1.- Material para el desarrollo de la técnica anestésica y quirurgica

A.- INVENTARIABLE:

Estacion de anestesia modelo Boyle 2000; Ohmeda AV 7700. Vaporizador
de gases anestésicos modelo Blease®; Laboratorios Abbott. Bomba de infusion
continua de farmacos intravenosos modelo Infusomat® fm; Laboratorios Braun.

Equipo de monitorizacion hemodinamica modelo Dash 3000®; Laboratorios

Dragér.
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Laringoscopio de pala recta. Pinzas de Magill. Porta agujas. Mesa
quirurgica.

Lamparas. Pafios estériles. Maquina de rasurado eléctrica. Tijeras de
diseccidén rectas y curvas. Pinzas de diseccion vasculares rectas. Mosquitos y
Bengoleas.

Clamps vasculares. Laparostatos. Batas quirurgicas. Bisturi electrico.

Aspiradores. Autoclave.

B.- FUNGIBLE :

Bisturies del N° 21 y N° 11. Jeringuillas de 5, 10 y 20 cc. Catéteres de
puncion venosa 20 G.

Agujas de puncion im. Gasas y compresas estériles. Guantes quirurgicos
estériles N° 7 y N° 7 1/2. Mascarillas, gorros y calzas quirurgicas. Sistemas de
gotero. Suturas y ligaduras (seda, acido poliglicélico y polipropileno).

Suero fisioldgico, glucosado 5% y coloides (Hemoceé®).

Prétesis vascular de dacron colagena (Hemashield, Knitted Microvel®
Double Velour Vascular Graft. Meadox Medical, Inc. USA) de 6 mm. de
diametro.

Tubo endotraqueal de baja presién n® 5; Mallinckrodt Medical.

Catéter de Seldinger para puncién arterial 20 G; Vygon.

Equipo para catéter venoso central de poliuretano de dos lumenes (14 y 18

G), percutaneo, heparinizado; Abbott Laboratories.

1.2.2.- Medicacion

Diazepam 10 mg (Valium 10®, Roche).

- Atropina 1 mg (Atropina®, Braun).

- Clorhidrato de ketamina (Ketolar®, Parke-Davis).

- Tiopental sddico 0,5 g (Penthotal sédico®, Abbott).

- Cefazolina 1g (Kurgan®, Laboratorios Normon).
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- Rifampicina 2g (Rifaldin®, Hoechst Marion Roussel)

- Cloruro de fentanilo 0,15 mg (Fentanest®, Kern Pharma).

- Cloruro de Mivacurio 10 mg (Mivacron®, Wellcome Farmaceutica).
- Heparina sédica 1% (Heparina Leo 1 %, BYK Leo).

- Bicarbonato sodico 8,4% (Venofusin®, Fresenius Kabi).

- Metamizol magnésico 2 g (Nolotil®, Europharma).

- Povidona yodada (Betadine®, Asta Médica).

1.2.3.- Animal de experimentacion

Minicerdos macho de 16-22 Kg.

1.2.4.- Material para el desarrollo de los estudios planteados

Sistema de purificacion de agua, pHmetro y agitador magnético con
calefaccién. Balanzas analiticas y de precision. Bano termostatico con
agitacion.

Generador de ultrasonidos. Centrifuga de alta velocidad y ultracentrifuga.

Congeladores de -40°C y -80°C. Microtomo. Triturador y homogeneizador
de tejidos. Microscopio optico. Espectrofotdmetros visible/UV, doble haz.

Lector de placas para técnica de ELISA.

Analizador para pruebas de funcion renal.

1.3. Analisis y presentacién de los resultados

1.3.1.- Ordenador

- PC Centrino, 1,8 GH; 1.024 MB RAM; 80 GB disco duro.
- PC Pentium 4, 3 GH; 1 GB RAM; 320 GB disco duro.
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1.3.2.- Tarjeta grafica

ATI RADEON 7000.
ATI RADEON 8200.

1.3.3.- Monitor

Airis, LCD monitor 15", TFT.

Sony, monitor 217,

1.3.4.- Impresora

Hp deskjet 6122.
Minolta Magicolor 2200.

1.3.5.- Escaner

Epson Perfection 1660 Photo.
1.3.6.- Internet

Busquedas bibliograficas utilizando las bases de datos Medline®, MLA
Bibliography®, PsyLIT Journal Articles® CC Search ® All 7 CC Editions®, U.S.
National Library of Medicine®.
1.3.7.- Software
Microsoft Office XP® para Windows XP®. Microsoft Word®. Microsoft

Power Point®. Microsft Excel®. Microsoft Access. Programa de estadistica
NCSS 2000.
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2. METODOS

2.1. Animal de experimentacién

Utilizamos 15 minicerdos machos de peso comprendido entre 16-22 Kg.
Estos animales cumplen todos los requisitos cientificos internacionales para ser
utilizados en la experimentacién biomédica asi como el laboratorio proveedor,

el de mantenimiento y donde se realizaron los experimentos.

El pedido de los animales que se preveia utilizar durante siete dias
consecutivos de trabajo, se realizaba dos semanas antes de su utilizacién, para
conseguir su adaptacién al nuevo medio y evitar asi un estrés excesivo.
Durante este tiempo (catorce dias) estuvieron estabulados en el Servicio de

Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca que cuenta con:

- Sistema de luz con temporizador que proporciona un ritmo de 12 horas
de luz — 12 horas de oscuridad.

- Temperatura constante de 21°C.

-Zonas adecuadas de estabulacién con control de la ingesta de agua y

alimentos.

Doce horas antes del estudio los minicerdos fueron sometidos a dieta

manteniéndolos solamente con agua ad libitum.
Tanto el material como los métodos experimentales empleados con

animales de laboratorio que se detallan a continuacion, se han regido siguiendo

las recomendaciones recogidas en las siguientes disposiciones legales:
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a)Directiva del Consejo de Europa 86/609/CEE relativa a la proteccion de
los animales de laboratorio utilizados para la experimentacién y otros
fines cientificos. Diario Oficial de las Comunidades Europeas, N° L
358/1-358/6 del 18 de Diciembre de 1986.

b)Real Decreto 223/1988 del 14 de Marzo, sobre proteccion de animales
utilizados para experimentacion y otros fines cientificos. BOE n° 67, pp
8509-8512 del 18 de Marzo de 1988.

c) Disposicién general n° 25805. Instrumento de ratificacion del Convenio
Europeo sobre proteccion de los animales vertebrados utilizados con
fines experimentales y otros fines cientificos, hecho en Estrasburgo el 18
de Marzo de 1986. BOE 256 pp 31349-31362, del 25 de Octubre de

1990. Esta ratificacion entrd en vigor en Espaiia el 1 de Enero de 1991.

2.2. Técnica Anestésica

Los animales fueron premedicados con una inyeccion intramuscular que
contenia clorhidrato de ketamina a una dosis de 20 mg/Kg asociada a
diacepam a una dosis de 0,5 mg/Kg y asociada a atropina a una dosis de 0,05
mg/Kg.

Tras la premedicacion se procedid a canalizar una vena del dorso de la
oreja con un catéter venoso 20 G por el cual se realizé la induccion anestésica.
Tanto la induccion anestésica como el mantenimiento de la misma fueron
realizadas en iguales condiciones que en humanos. Como agentes inductores
se emplearon, segun los diferentes grupos de estudio, propofol a una dosis de
1,5 mg/Kg i.v o tiopental sédico a una dosis de 3 mg/Kg i.v; los cuales se
administraron de forma progresiva hasta alcanzar la hipnosis del animal sin
llegar a provocarle apnea.

Los animales fueron colocados en una mesa de fijacion donde se les

monitorizé el electrocardiograma y frecuencia cardiaca y se procedio a realizar
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una laringoscopia directa e intubacién orotraqueal, con ayuda de pinzas de
Magill, con un tubo orotraqueal de baja presion del numero 5. Posteriormente
se conecto al catéter de la oreja un suero ringer lactato de mantenimiento y se
administré cloruro de mivacurio a una dosis de 0,2 mg/Kg i.v tras lo cual se
procedid a conectar a los animales a ventilacion mecanica (estacién de
anestesia Boyle 2000) con los siguientes parametros: volumen corriente de 10
miI/Kg, frecuencia respiratoria de 15 respiraciones/minuto, relacién
inspiracion/espiracion 1:2 y una mezcla de oxigeno/aire al 50%. Tras la
induccion anestésica se administr6 1 g de cefazolina iv. Para el
mantenimiento anestésico se empled propofol a una dosis de 3-6 mg/Kg/h i.v o
sevoflurano al 1-2% de concentracién inspiratoria, segun los grupos de estudio;
cloruro de fentanilo a una dosis de 2 ug/Kg/h i.v y cloruro de mivacurio a una
dosis de 1mg/Kg/h i.v. A continuacién se procede a canalizar, por diseccion
cervical, la vena yugular interna con un catéter de poliuretano de dos lumenes
por el cual se administraron fluidos (suero fisiolégico y/o ringer lactato 10
ml/Kg/h) asi como también diferentes farmacos; y asi mismo se canalizd por
diseccion cervical la arteria carétida con un catéter arterial 20 G para la
monitorizacion de la presién arterial cruenta y para la extraccién de muestras
sanguineas. La monitorizacion hemodinamica consistio en electrocardiograma
continuo, frecuencia cardiaca y presion arterial cruenta y la ventilatoria en
volumen corriente, frecuencia respiratoria, volumen minuto, relacion
inspiracion/espiracion y presion pico de las vias aéreas. Previamente al
clampaje adrtico se administré una dosis de 1 mg/Kg i.v de heparina sodica y
tras el desclampaje se infundio bicarbonato sédico 1 M a una dosis de 1 mE/Kg
iv.

La reversion de la anestesia se obtuvo suprimiendo la infusion de propofol o
el aporte de sevoflurano, segun los grupos, y cuando el animal recobré la
respiracion espontanea, fue extubado y trasladado al lugar de estabulacion.
Como analgesia postoperatoria se administraron 1,2g i.v de metamizol

magnésico.
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2.3. Técnica Quirurgica

Asepsia y antisepsia del animal de experimentacion: rasurado, pincelado
con povidona yodada (Betadine®) y colocacion de panos estériles.

Laparotomia media. Hemostasia de la pared. Diseccion del retroperitoneo
para exponer la aorta abdominal desde las arterias renales hasta la trifurcacion
aortica. Previo al clampaje aodrtico se administra heparina sddica endovenosa
(1 mg/Kg). Clampaje de la aorta suprarrenal (por debajo de la arteria
mesentérica superior) y aorta distal (previa a la salida de las arterias iliacas).
Clampaje de la arteria mesentérica inferior y de todas las arterias lumbares. En
caso de prolongarse el clampaje aortico superior mas de los 30 minutos, se
modificara éste a una posicion infrarrenal. El resto se mantendra hasta finalizar
la cirugia.

Se practicaron dos aortotomias de 1 cm de longitud. Anastomosis proximal
latero-terminal y distal término-lateral con prolene de 5/0 de una protesis de
dacrén coldgena de 6 mm de diametro (sumergida previamente -15 minutos- en
una solucion de Rifampicina). Desclampaje secuencial. Hemostasia. Cierre de
la laparotomia.

La técnica quirurgica fue igual a la empleada en humanos excepto por las
diferencias anatémicas.

Durante la intervencion se realizaran diferentes tomas de muestras (sangre
periférica, biopsias renales) en diferentes momentos de la cirugia.

Estabulacion de los animales en habitaculos especificos.

2.4. Grupos Experimentales de Trabajo

Los animales de experimentacion fueron distribuidos en 3 grupos de 5

animales por grupo:

1) Grupo Simulado (Sim): laparotomia. Diseccidn adrtica. Antibidtico y

heparina. Cierre de laparotomia.
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En el grupo simulado, los animales fueron sometidos a laparotomia y
diseccién aodrtica. Se administro profilaxis antibidtica (cefalozina i.v después de

la induccién anestésica).

2) Grupo Control (C): grupo simulado, mas clampaje y by pass aorto-aortico.

El grupo control fue sometido a lo mismo que el grupo de simulacién, pero
con un clampaje aodrtico suprarrenal (por debajo de la arteria mesentérica
superior) y aorta distal (previa a la salida de las arterias iliacas) y colocacion de
una protesis de dacron colagena de 6 mm de diametro (sumergida previamente

-15 minutos- en una solucion de Rifampicina).

3) Grupo de Estudio (NO): grupo C, mas tratamiento con Molsidomina iv 30’

antes de la reperfusion

El grupo de estudio fue sometido a lo mismo que el grupo control, pero
ademas se tratd a los animales con un donante de NO, la Molsidomina i.v, 30’

antes de la reperfusion.

2.5. Variables Estudiadas y Técnicas de Determinacién

2.5.1. Citocinas en suero
Para la determinacion de TNF-a, interleucinas (1B, 6 y 10) e INF-y se

obtuvieron muestras sanguineas en seis momentos (clampaje y postclampaje a
los 15 minutos, 24,48, 72h.y 7°d.).

Factor de necrosis tumoral-a (TNF-a):

Para la determinacién del TNF-a utilizamos un kit comercial (DuoSet ELISA
Development System rat TNF-o/TNFSF1A, R&D SYSTEMS) basado en la
técnica de ELISA.
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Obtencion de las muestras: Utilizamos muestras sanguineas (N=5 por
grupo) no hemolizadas. Inmediatamente después de su extraccion, fueron
centrifugadas extraido el suero, dividido en alicuotas y congeladas a -80°C. Y
muestras renales las cuales fueron sometidas a un proceso de homogenizacion
y sonicacion y posteriormente ultracentrifugadas a 100.000 g utilizando el
sobrenadante alicuotado y congelado a -80°C para su posterior analisis.

Principios del ensayo: Es un kit ELISA que emplea multiples anticuerpos
con el principio de “sandwich”. En primer lugar se utilizd un plato con 96
pocillos con un anticuerpo monoclonal anti-TNF-a adherido en cada uno de
ellos para capturar el TNF-a presente en las muestras y estandares que se
afiadieron por duplicado en cada uno de los pocillos junto con los blancos
correspondientes. Después de lavar el plato para eliminar el material no
adherido se afadid una peroxidasa conjugada policlonal anti-TNF-a. A
continuacion el plato fue lavado de nuevo para eliminar el material no adherido
y se agreg6 la solucion sustrato que inicio la catalizacién de la peroxidasa. El
cambio de color se detuvo por acidificacién.

La absorbancia fue medida a 450 nm de longitud de onda (A) siendo los
resultados obtenidos proporcionales a las cantidades de TNF-o de las
muestras, las cuales fueron calculadas por interpolacidn con la curva estandar.

Interleucina-1B (IL-1B): Para la determinacion de la IL-1 utilizamos un kit
comercial (DuoSet ELISA Development System rat IL-1p/IL-1F2, R&D
SYSTEMS) basado en la técnica de ELISA especifico para rata. La técnica y

los medios para efectuar este estudio son los mismos que los descritos para el
TNF-a.

Interferon-y (INF-y):

Para la determinacioén de la INF-y utilizamos un kit comercial (DuoSet ELISA
Development System rat IFN-y, R&D SYSTEMS) basado en la técnica de

ELISA especifico para rata. La técnica y los medios para efectuar este estudio

son los mismos que los descritos para el TNF-a.

Interleucina-6 (IL-6):

Para la determinacién de la IL-6 utilizamos un kit comercial (DuoSet ELISA
Development System rat IL-6, R&D SYSTEMS) basado en la técnica de ELISA
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especifico para rata. La técnica y los medios para efectuar este estudio son los
mismos que los descritos para el TNF-a.

Interleucina-10 (IL-10):

Para la determinacién de la IL-10 utilizamos un kit comercial (DuoSet
ELISA Development System rat IL-10, R&D SYSTEMS) basado en la técnica

de ELISA especifico para rata. La técnica y los medios para efectuar este

estudio son los mismos que los descritos para el TNF-a.

2.5.2. Infiltracion neutrofilica en el tejido renal

La presencia de mieloperoxidasa, una enzima especifica de los neutrofilos
utilizada como indice para valorar la infiltracion neutrofilica en el rifidn, fue
analizada en las muestras renales (N=5 por grupo) mediante el método de
Bradley modificado por Mullane. Una vez obtenidas las muestras son pesadas
entre hielo y congeladas en nitrogeno liquido siendo posteriormente
almacenadas a -80° C hasta su determinacién. Posteriormente las muestras
son homogeneizadas en una solucion compuesta por un tampon de fosfato
potasico 50 mM con 0,5% de hexadecyltrimethylammonium bromide y 0,146%
de EDTA a un pH de 6,0 y en la proporcién de un gramo de tejido por 10 ml de
solucion de homogeneizado. A continuacion son homogeneizadas y sometidas
a un proceso de sonicacion entre hielo 10 veces y cinco segundos cada vez,
para de esta forma romper las células, entre ellas los neutrdfilos y dejar la
mieloperoxidasa libre en la solucion. Este homogeneizado es centrifugado
durante 30 minutos a 15.000 g manteniendo la temperatura en el interior de la
centrifuga entre 3 y 4° C. El sobrenadante fue decantado e incubado durante 2
horas a 50° C para eliminar otro tipo de peroxidasas y otros compuestos que
interfiriesen en la determinacion de la mieloperoxidasa. Se prepara el tampdn
para el ensayo compuesto por tampdn de fosfato potasico 50 mM con 0,167
mg/ml de O-dianisodinedihydrochloride y 0,005% de peroxido de hidrégeno a
un pH de 6,0. Contra un blanco con el tampon de ensayo se realizé la curva
estandar con cantidades conocidas de MPO a 460 nm de longitud de onda (A) y

a 25° C. Se define la unidad (U) de actividad de la mieloperoxidasa a la
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cantidad de enzima que degrada 1 umol de H202 / minuto a 25° C. Las

muestras renales fueron obtenidas mediante biopsia directa o percutanea.

2.5.3.- Radicales libres del oxigeno en tejido renal

Procesamiento de las muestras: Una vez tomadas las muestras renales
(N=5 por grupo), son introducidas, para su lavado, en el tampdén de
homogeneizado [fosfato potasico monobasico 0,05M y EDTA 1mM, solucién a
la que afadimos colato sédico al 0,25% (1+19); pH 7,8], a una temperatura
entre 0 y 4° C para minimizar los procesos oxidativos. Posteriormente son
pesadas y homogeneizadas con el tampdn anteriormente descrito, segun la
proporcion (1/10, Peso/Volumen). EI homogeneizado se centrifugd a 100.000 g
durante 60 minutos, a una temperatura de 4°C en una ultracentrifuga
(SORVAL-OTD-COMBI). La fraccion soluble que se obtuvo se dividid en
alicuotas y se congel6 a -80° C hasta el momento de su estudio.

Técnica de determinacion del ritmo de produccion del Anion Superdxido. La
técnica que es modificacion de la descrita por Boveris y Forman para
mitocondrias, se basa en la reduccion del citocromo C por el radical 02-. Esta
reduccion del citocromo C no es, naturalmente, especifica para el radical
superoxido. Esta especificidad es conferida por el uso de superdxido dismutasa
(SOD), para lo cual el radical superéxido es el unico sustrato conocido. De
acuerdo con esto, el ensayo se realiza con y sin SOD, y unicamente la
reduccion del citocromo C inhibida por SOD se usa para calcular la producciéon
de ASO. Esta reduccion del citocromo C se sigue espectrofotométricamente a
550 nm de longitud de onda. Precisamos los siguientes reactivos:

1.- Tampon fosfato-potasico 0,1 M+0,1 mM EDTA ; pH 7,8.

2.- Citocromo C 75 uM.

3.- SOD (aproximadamente 240 U).

La lectura espectrofotométrica se realizé a 550 nm de A; pH 7,8 y
temperatura de 25° C durante 1 minuto con intervalos cada 6 seg., en cubetas
de 1 ml, con un paso de luz de 1 cm. Nuestros resultados se expresaron en

nmol de 02-+/ mg prot. / min. El incremento de unidades de absorbancia en la
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mezcla de la reaccion se convierte en nmol de ASO con el coeficiente de
extincion molar: AE550/ 21,0 x 10° M cm’™

Esta conversién depende del supuesto de que el citocromo C en la cubeta
de referencia esta totalmente oxidado y, por tanto, de que el incremento de
absorbancia observada representa unicamente la absorbancia del producto
reducido (A absorbancia: reducido - oxidado). Tras el establecimiento de las
condiciones optimas, exponemos a continuacion el esquema de desarrollo del
experimento. En la cubeta de referencia se afiadieron 100 ul de citocromo C
(75 uM), 20 ul de SOD (aproximadamente 264 U) y 25 ul de muestra. La
diferencia de volumen hasta 1.000 ul se completd con tampédn fosfato potasico
+ EDTA. En la cubeta de referencia se sustituyo el volumen de tejido por uno
equivalente de tampdn. Se registro la lectura a 550 nm de A en 2 fases:

1°.- Reduccion del citocromo C inespecifica: sin SOD.

2°.- Reduccidn del citocromo C independiente del superdxido: con SOD.

La pendiente maxima se registrd en el primer minuto. La temperatura fue de
25° C y pH de 7,8. Todas ellas han sido referidas ampliamente en nuestras

publicaciones previas (93, 94, 95, 96, 97.98, 99, 101,102,188)

2.5.4 .- Nitritos en suero:

Se obtuvieron muestras sanguineas en seis momentos. Para su
determinacién se utilizé un método indirecto, cuantitativo y colorimétrico basada
en la reaccion de Griess. Utilizando muestras de suero se separaron 500 ul de
sobrenadante de cada pocillo y se mezclaron con 250 ul de reactivo de Griess
(sulfametacina 1% vy dihridrocloruro de naftil-etilen-diamida 0.1% en acido
ortofosférico al 2.5%) (Sigma Aldrich). Tras 15 minutos de incubacion a
temperatura ambiente, se midi6é la absorbancia en un espectofotémetro a 560
nm. La concentracion de nitritos se calcul6 interpolando en una recta patron las

concentraciones crecientes de nitrato soédico.
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2.5.5.- Determinacion de la iNOS:

Solo se determin6 a las 72 h.

La muestra obtenida mediante puncion percutdnea se congeld
instantaneamente introduciéndola en nitrégeno liquido, conservandola a
continuacion en el interior de tubos cerrados (-80° C).

Posteriormente, el tejido congelado se troce6 y se le afadid, a una
temperatura de 4° C, 3 ml de tampdn de lisis por gramo de tejido (NaCl 140
mM, EDTA 15 mM, glicerol 10%, Tris base 20 mM, pH 8; a este tampédn se le
afiadieron dos inhibidores de proteasas: PMSF 2 mM e inhibidor de tripsina 50
pug/mL).

Se homogeneizé a 4° C y los restos del lisado se recogieron en un
Eppendorf, pasandolos con una jeringa a través de una aguja de 21.

Las muestras se mantuvieron entre 30-60 minutos en hielo y se
centrifugaron a 4° C y 15.000 g durante 20 minutos (centrifuga Mikro 12-24,
Hettich, Alemania).

El sobrenadante se conservo a -20° C en alicuotas, para la determinacion
de la cantidad de proteinas por el método de Bradford y para la realizacién del
Western blot.

Fueron usados anticuerpos primarios y secundarios (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California). Tras digitalizar la autorradiografia,

procedemos a la lectura de las densidades épticas.

2.5.6. Moléculas de adhesion celular solubles (sICAM-1y sVCAM-1) y en
tejido renal (ICAM-1, VCAM-1, y PECAM-1)

Las muestras de suero o tejidos se congelaron instantdneamente
introduciéndola en nitrégeno liquido, conservandola a continuacién en el interior
de tubos cerrados (-80° C). Posteriormente, en caso del tejido congelado se
troced y se le anadié, a una temperatura de 4° C, 3 ml de tampon de lisis por
gramo de tejido (CINa 140 mM, EDTA 15 mM, glicerol 10%, Tris base 20 mM,
pH 8; a este tampon se le afadieron dos inhibidores de proteasas: PMSF 2 mM

e inhibidor de tripsina 50 pg/mL). Se homogeneiz6 a 4° C y los restos del lisado
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se recogieron en un Eppendorf, pasandolos con una jeringa a través de una
aguja de 21. Las muestras se mantuvieron entre 30-60 minutos en hielo y se
centrifugaron a 4° C y 15.000 g durante 20 minutos (centrifuga Mikro 12-24,
Hettich, Alemania). El sobrenadante se conservo a -20° C en alicuotas, para la
determinacién de la cantidad de proteinas por el método de Bradford y para la
realizacion del Western blot. Las muestras de suero fueron tratadas de forma
similar.

Para la cuantificacion de las proteinas tisulares, las muestras diluidas
(1:100) en agua destilada se pusieron en contacto con el reactivo de Bradford
(1:50) (azul de Coomassie G-250 0.1%, etanol 4.75%, &acido ortofosférico
0.085%), y tras agitacion fuerte para mezclar todos los componentes, se
incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. La lectura de la densidad
optica se efectué a 595 nm por espectrofotometria (Espectronic 301, Milton
Roy, USA). Cada una de las medidas se realizd por triplicado. Se elaboro
previamente una curva de calibrado a partir de soluciones patron de
concentracion conocida de BSA (Fraction V Sigma).

La separacion de las proteinas contenidas en los lisados de tejido se llevd a
cabo mediante electroforesis. El gel de 1.5 mm de espesor estaba constituido
por un gel de carga al 5% de una mezcla de acrilamida (acrilamida 29.2%, bis-
acrilamida 0.8%) y un gel de separacion de la misma mezcla al 8%.

A cada muestra se le afiadié un volumen igual de tampdén de carga (2-
mercapto-etanol 10%, SDS 4%, azul de bromofenol 0.05%, glicerol 20%, Tris
base 125 mM, pH 6.8), y junto con el marcador (kaleidoscope prestained
standards Bio-Rad), se calentaron durante 5 minutos a una temperatura de 95°
C en un bafo seco (Thermolyne Type 17600 Dri-Bath, Barnstead, USA). Se
cargaron las proteinas (30-100 pg/pocillo) en los pocillos, y en aquéllos en los
que no habia muestra, se depositdé una pequefia cantidad de tampédn de carga,
rellenando el espacio restante de todos los pocillos con tampon de
electroforesis (glicina 192 mM, SDS 0.1%, Tris base 25 mM, pH 8.3). La
electroforesis se llevé a cabo en una cubeta (Mini-Protean® Il Cell, Bio-Rad,
Espafa) con tampdn de electroforesis a un voltaje constante de 100 V (fuente
de alimentacion: Model 1000/500 Power Supply, Bio-Rad, USA). La
transferencia se realizd6 en una cubeta con solucién de transferencia (glicina
190 mM, Tris base 20 mM, metanol 20%, SDS 0.1%, pH 7.5) a una corriente
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constante de 450 mA, habiendo embebido previamente el material (papeles
secantes y esponjas) y equilibrado el gel y la membrana de nitrocelulosa
(Trans-Blot® Transfer Medium 0.45 pm, Bio-Rad) en tampdn de transferencia
durante 15 minutos. La membrana se lavé 3 veces, durante 5 minutos cada
vez, con TBS (CINa 500 mM, Tris base 20 mM, pH 7.5) y se dejo durante 24 h
a 4° C en solucién de bloqueo (leche en polvo Sveltesse Nestlé 8% en TBS),
para evitar las uniones no especificas. Tras el bloqueo, se lavo 3 veces la
membrana durante 5 minutos con TTBS (Tween 20, 0.1% en TBS) y se incubd
durante 1 hora en agitacidén constante con el anticuerpo primario de la molécula
de adhesion correspondiente (Santa Cruz Biotechnology), dilucion 1:1000 (BSA
0.2% en TTBS). Después de lavar 4 veces la membrana 5 minutos con TTBS,
se incubo durante 30 minutos con el anticuerpo secundario (Anti-goat IgG-HRP,
mouse/human adsorbed, 200 ug/0.5 mL. Santa Cruz Biotechnology), dilucién
1:2000 (BSA 0.2% en TTBS).

Se hicieron 4 lavados de 5 minutos con TTBS y se procedioé al revelado
utilizando una solucién de reactivos estandar ECL (Amersham Pharmacia
Biotech) y peroxido de hidrégeno, que se pusieron en contacto con la
membrana durante 1 minuto. Inmediatamente, y bajo las condiciones
adecuadas de iluminacion, se impresiono la membrana en una autorradiografia
(pelicula de rayos X, Fuji Foto Film) y se introdujo en la maquina de revelado
(M35 X-OMAT Processor Kodak, Espafia). Tras digitalizar la autorradiografia,

se procedi6 a la lectura de densidades 6pticas.

2.5.7. Factor nuclear kB

Las muestras de suero o tejidos se congelaron instantdneamente
introduciéndola en nitrégeno liquido, conservandola a continuacién en el interior
de tubos cerrados (-80° C). Posteriormente, en caso del tejido congelado se
troced y se le anadié, a una temperatura de 4° C, 3 ml de tampon de lisis por
gramo de tejido (CINa 140 mM, EDTA 15 mM, glicerol 10%, Tris base 20 mM,
pH 8; a este tampon se le afadieron dos inhibidores de proteasas: PMSF 2 mM
e inhibidor de tripsina 50 pg/mL). Se homogeneizd a 4° C y los restos del lisado

se recogieron en un Eppendorf, pasandolos con una jeringa a través de una
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aguja de 21. Las muestras se mantuvieron entre 30-60 minutos en hielo y se
centrifugaron a 4° C y 15.000 g durante 20 minutos (centrifuga Mikro 12-24,
Hettich, Alemania). El sobrenadante se conservo a -20° C en alicuotas, para la
determinacién de la cantidad de proteinas por el método de Bradford y para la
realizacion del Western blot. (Electrophoresis Mobility Shift Assay - EMSA)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California).

Se utilizaron anticuerpos primarios para la subunidad NFkB P65.

Tras digitalizar la autorradiografia, se procedié a la lectura de densidades

Opticas.

2.6. Tiempo de la Muestras

Para realizar las referidas determinaciones, se obtuvieron muestras
sanguineas y renales (mediante biopsias a cielo abierto o técnica percutanea)
en los siguientes momentos: isquemia, a los 15 minutos de la reperfusion, a las
24,48, 72 h y al séptimo dia.

Unicamente, por problemas de elevado coste, no se realizaron con esa
secuencia: INOS (72 h), las MAC investigadas (24 h, 48 h, 7dia) y NFkB (48 h).

2.7. Estudios Estadisticos

Todos los valores de este trabajo han sido representados como X+SEM

(media = error estandar de la media).

Los resultados obtenidos fueron analizados con los test estadisticos de: Test
exacto de Fisher, Test de Mann-Whitney U y ANOVA de una y dos vias (Test
de Scheffe o Kruskal Walis). Un valor de p<0.05 se acepté como resultado

significativo.
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IV. RESULTADOS



1. SUPERVIVENCIA Y FUNCION RENAL

Todos los animales sobrevivieron mas de 7 dias.

La agresién provocada en el grupo control, con respecto al grupo simulado
provoco un incremento estadisticamente significativo (p<0,01) de los niveles de
creatinina sérica en casi todos los momentos del estudio, alcanzandose valores
normales en el dia 7 en el que no se observaron diferencias significativas
(PNS).

El tratamiento con Molsidomina (NO) no produjo diferencias significativas

(PNS) con el grupo simulado.

Se observaron incrementos estadisticamente significativos (p<0,01) en los
niveles de creatinina sérica en el grupo control con respecto al grupo de estudio
(NO) en todos los momentos del estudio, excepto en el 7° dia en el cual no

hubo diferencias estadisticamente significativas (pNS).

Grafico |.- Creatinina plasmatica

Creatinina plasmatica
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Tabla I.- Creatinina plasmatica

Isq 1,L1+0,1 2,3+0,3 1,3+0,2
Rep 1,L1+0,1 3,8+0,4 1,2+0,2
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2. CITOCINAS PROINFLAMATORIAS (TNF-o., IL-B, IFN-y)

2.1. Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a).

La agresién provocada en el grupo control provocé un incremento
estadisticamente significativo (p<0,001) en los niveles de TNF-a en todos los
momentos en comparacion con los animales del grupo simulado, excepto en la

fase de isquemia en la que no se observaron diferencias significativas (pNS).

El tratamiento con Molsidomina (NO) no produjo diferencias significativas

(PNS) con el grupo simulado.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (pNS) en la
fase de isquemia entre el grupo de estudio (NO) y el grupo control, pero el

descenso en los niveles de TNF-a si fue estadisticamente significativo

(p<0.01) en el resto de los momentos entre el grupo de estudio y el grupo

control.

Tabla Il.- Factor de Necrosis Tumoral-a

17,3+3.,8 29,6 7,7 243 +£6,7

17,3+3.,8 95,6 £ 18,2 392+5,8

47,8 +49 201,4 +34,5 66,8 £9

52,5+6,3 2298 +46,3 | 73,2+8,3

66,1 £5,7 275,6 £ 59,9 54,1+£5,7

29,6 +4.,8 118,2 + 26,1 39.8+£6,8

pg/ml
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Grafico Il.- Factor de Necrosis Tumoral-a
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Los niveles de TNF-a fueron mas bajos en el grupo simulado que en el

grupo de estudio en todos los momentos excepto a las 72 horas después de la
revascularizacion.

Tanto en el grupo simulado como en el grupo control, el maximo se
alcanzé a las 72 horas después de la revascularizacion, mientras que en el

grupo de estudio el maximo se alcanzé a las 48 horas.

2.2. Interleucina-1beta (IL-1B).
La IL-1B se comportdé como el TNF-a (Tabla Ill, Grafico lll).

Durante la fase de isquemia no se observaron diferencias estadisticamente

sigificativas (pNS) entre el grupo simulado y el grupo control.

En el grupo control se observan niveles significativamente mas altos que en
el simulado tanto en la fase de reperfusion (p<0,05) como en el resto de los

momentos (p<0,001) y el valor mas alto se alcanzé a las 72 horas.

En la fase de isquemia no se observan diferencias significativas en los
niveles de IL-13 entre el grupo de estudio (NO) y el grupo control, mientras que
en el resto de los momentos en el grupo de estudio (NO) se observan niveles

significativamente mas bajos (p<0,05) que en el grupo control.
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Tabla Ill.- Interleucina-13

483+9,5 67,4+10,1 53,1+8,3

483+9,5 99,6 +14,6 62,9+8,)7
63,2 +£8,3 203,2+29,8 74,2+94
71,8 £7,7 228,9+33,8 71,4+8,6
64,9 £6,9 256+42,7 69,6 +5,5
53,1£52 945+12,2 50,2+42

pg/ml
Grafico lll.- Interleucina-1
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2.3. Interferon-gamma (INF-y).

El INF-y se comporté como las dos citocinas anteriores (Tabla IV, Grafico
V), pero hubo un momento significativo durante el periodo de isquemia (p<

0,05) en el grupo control en comparacion con los animales de simulacion.

La agresién provocada en el grupo control induce un aumento del INF-y en
la fase de isquemia (p<0,05) y en el resto de los momentos (p<0,01) respecto

al grupo simulado.

El grupo tratado con NO no presentd diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de INF-y en la fase de isquemia con respecto al
control, pero presentd un descenso significativo en los niveles de INF-y con
respecto al control en la fase de reperfusion y a los 7 dias (p<0,05) y en el resto

de los momentos (p<0,01).

El grupo simulado solo presenté diferencias estadisticamente significativas
con el grupo de estudio (NO) en dos momentos: a las 24 y a las 48 hors

después de la reperfusion (p<0,05).

Tabla IV.-Interferon-y

38,1 £+53 60,272 46,1 + 7,8

38,1 +53 87,9 +38,5 60,3 £ 9,3
49,7 £ 7,1 201,4 = 22 82,9 £ 9,6
53,8 £+ 6,4 228,2 + 31,8 91 + 12,5
96,2 £ 9,8 197,3 + 34,6 74,6 £ 8,1

7 dias 50 + 4,7 99,4 + 20,4 68,3 £ 5,6

pg/ml
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Tanto en el grupo control como en el grupo de estudio los niveles mas altos

se observaron a las 48 horas.

Grafico IV.- Inteferon-y
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3. CITOCINAS ANTIINFLAMATORIAS IL-6 E IL-10
3.1. Interleucina-6 (IL-6).

La agresion que sufrié el grupo control (C) en comparacién con el grupo de
simulacion (Sim) causo un descenso en el nivel de IL-6 solamente a las 24, 48
y 72 horas después de la reperfusion (p<0,05) con un incremento en el dia 7
(p<0,05).

El valor mas bajo se observé en el grupo control a las 48 horas (Tabla V,
Grafico V).

No hubo diferencias estadisticamente significativas en los niveles de IL-6
durante las fases de isquemia y reperfusion (pNS) entre el grupo simulado y el
grupo control pero si se observaron en el resto de los momentos del estudio
(p<0,05).

Entre el grupo simulado y el grupo de estudio (NO) sélo hubo diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) a las 72 horas después de la

reperfusiéon y al 7° dia.

En el grupo de estudio (NO) hubo un aumento significativo en los niveles de
IL-6 (p<0,05) respecto del grupo control en tres momentos del estudio (24,48 y
72 horas después de la reperfusién), no siendo estadisticamente significativo

(PNS) en el resto.
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Tabla V. Interleucina-6

Sm - leenirel N
80,2 +5,2 99,8 £ 11,4 102,4 £ 13,5
82+ 52 96,4 + 14,6 110,6 + 13,8
103.5+96 65,2 £ 101 148,3 £ 16,4
110,9 £ 10,5 60,6 +9 1616 18>
124,6 £ 12,8 715 L1123 173,1 £19,9
91,4+7,3 120,7 £ 21,8 1529 £ 21
Grafico V.-Interleucina-6
IL-6
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3.2.-Interleucina-10 (IL-10).

La agresion provocada en el grupo control produjo en comparacion con el

grupo simulado una disminucion de la IL-10 sélo a las 24, 48 y 72 horas

después de la reperfusién (p<0,05), no habiendo diferencias significativas en el
resto de los momentos (pNS).

En el grupo control el nivel mas bajo se produjo a las 72 horas (Tabla VI,
Grafico VI).
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El tratamiento con NO produjo un aumento en los niveles de IL-10
estadisticamente significativo (p<0,05) en el grupo de estudio respecto del
grupo simulado en todos los momentos, y también respecto del grupo control
(p<0,05).

Tabla VI.-Interleucina-10

130 + 12,8 149,6 + 27 171,5 + 33,3

130 £ 12,8 126,2 + 25,8 199,8 + 29,8
168,3 + 17,7 76,9 + 22,6 243,2 £ 41,3
175,8 + 21,9 65,7 + 18,4 279,4 £ 46,9
183,4 + 23,5 62,3 + 21,7 288,6 £ 53,2

149,6 + 19,6 100,2 + 32,6 153,2 + 31,1

Pg/ml

Grafico VI.- Interleucina-10
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4. INFILTRACION DE NEUTROFILOS (MIELOPEROXIDASA-
MPO)

Con la determinacion de la actividad de la mieloperoxidasa determinamos,
en tejido renal, la infiltracion neutrofilica (Tabla VII, Grafico VII).

Se aprecia una elevacion significativa de la actividad enzimatica (p<0,001
en rindn) con incremento de MPO en el grupo control con respecto al simulado

en todos los momentos.

Se produjo un descenso estadisticamente significativo de MPO en el tejido
renal en el grupo de estudio tratado con molsidomina con respecto al grupo
control en todos los momentos (p<0,01), existiendo un momento significativo en
el 7° dia (p<0,05).

Tanto en el grupo control como en el grupo de estudio los valores mas altos

de MPO se alcanzaron a las 72 horas.

Tabla VII- Actividad de la mieloperoxidasa en rifidén

_Sin_ [ Conwal [0 __
35+04 123+0,8 46126
35+04 246+1,7 8933
48+04 389+39 11,2+5,1
57+05 97,5+12,3 21,3+4)9
72 h 55+04 121,3+23 34,4+104

7 dias 4+03 264+96 8539

U/gr tejido
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Grafico VII- MPO Rifién
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5. NITRITOS SERICOS

En comparacion con el grupo simulado, la agresion que sufrid el grupo
control provocod un aumento de los niveles de nitritos en todos los momentos

(p<0,001), excepto en el periodo isquémico (pNS).

Nuestro trabajo demuestra que el clampaje suprarrenal (pero
inframesentérico) es seguido por aumentos significativos de NO, observandose
la maxima produccion de nitritos a las 72 horas en el grupo control (tabla VI,
Grafico VIII).

Tabla VIII- Nitritos Séricos

| Sin_ [ Conwal | N0
6,6+03 9,712 596+23,6
6,6+03 126+1,8 31,5+19,4
6,7+08 35764 104+4,7
89+09 415+10,3 11,9+3,2
58+0,5 459+10,7 156 +5,1
42+05 201+7,3 73136

Grafico VIII- Nitritos Séricos
Nitritos
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6. RADICALES LIBRES DEL OXiGENO

6.1. Superéxido Dismutasa (SOD)

Determinamos la actividad de la SOD en tejido renal segun la técnica
expuesta en el apartado de Material y Método. Los resultados obtenidos fueron

los siguientes (Tabla 1X) (Graficos IX):

El modelo de agresién utilizado en el grupo control produjo aumentos en
todos los momentos de la actividad SOD (p<0,001) en comparacién con el

grupo de simulacion.

En el grupo de estudio (NO) en el tejido renal se observé en comparacion
con el grupo simulado un aumento estadisticamente significativo (p<0,05) de la

actividad SOD a las 24 y 48 horas postreperfusion.

En el grupo de estudio (NO) se observd un descenso estadisticamente
significativo (p<0,01) de la actividad SOD con respecto al grupo control, siendo

mas significativo en el 7° dia (p<0,05).

Tabla IX- SOD en rifdn

I O S

753 + 14,7 184 + 40,2 1112 +23
100,2 + 28.5 161,3 = 39,6 120 £27.8
70 £ 18,2 128,6 + 42 73.5+21,3

Pg/ml
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Grafico IX- SOD rifndén
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6.2. Anién superoéxido (ASO).

Determinamos el Anion Superdxido (ASO), en tejido renal segun la técnica
expuesta en el apartado de Material y Método. Los resultados obtenidos fueron

los siguientes (Tabla X) (Grafico X).

En el tejido renal, el modelo de agresion utilizado en el grupo control
produjo aumento en todos los momentos de los niveles de ASO (p<0,001) en

comparacién con el grupo de simulacion.

En el grupo de estudio (NO) en el tejido renal se observé en comparacion
con el grupo simulado un aumento estadisticamente significativo (p<0,05) de

los niveles de ASO.

En el grupo de estudio (NO) en el tejido renal se observé en comparacion
con el grupo control un descenso estadisticamente significativo (p<0,05 en 7°

dia y p<0,01 en resto) de los niveles de ASO.
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Grafico X-ASO en rifdn
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Tabla X- ASO en rifdn

49+0,5 33,2+£5,9

4905 89,2+11,6

16,8 +2 163,8 £ 25,2

173+29 151,1+£315

191+22 137,9+27,6

52+04 17,8 +13,3
ASO

14,7 £ 3,7
37,6 £ 8,1
57,2+9,3
39,9+£5,3
31,6 £5,8

10,3+2,2

—e— Sim
—=&— Control
——NO

24 h

48 h
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7. SINTASA DE OXIDO NiTRICO INDUCIBLE (iNOS)

Solo se determiné a las 72 h (Grafico Xl).

A las 72 horas después de la reperfusiéon observamos un incremento en la
expresion de iINOS (p<0,01) en el grupo control en comparacion con el grupo
simulado.

No hubo diferencias estadisticamente significativas en la expresién de
iINOS entre el grupo de estudio (NO) con respecto al grupo de simulacién
(PNS).

A las 72 horas después de la reperfusién observamos un descenso en la
expresion de la iINOS (p<0,01) en el grupo de estudio (NO) con respecto al

grupo control.

Grafico XI- iINOS rindn
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8. MOLECULAS DE ADHESION CELULAR SOLUBLES (sICAM-1
y sVCAM-1) Y EN TEJIDO RENAL (ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1)

ICAM-1 y VCAM-1 en el tejido renal tuvieron el mismo comportamiento, ya
que ambos grupos (Control y de estudio) en comparacion con el grupo de
simulacién presentaron un incremento significativo en la expresion de estas
moléculas de adhesién celular a las 24 y 48 horas de la reperfusion (p<0,01),
que desapareci6 en el dia 7 (Graficos Xl y XIII).

El modelo de agresion utilizado en el grupo control produjo aumento de los
niveles de ICAM-1 y de VCAM-1 (p<0,01) a las 24 y 48 horas en comparacion
con el grupo de simulacion, no existiendo entre ambos grupos diferencias

estadisticamente significativas en el dia 7(pNS).

Entre el grupo de estudio (NO) y el grupo simulado no existieron diferencias

estadisticamente significativas (pNS) en ninguno de los momentos estudiados.

En el grupo de estudio (NO) se observd una significativa disminucion
(P<0,01) de la expresion de ICAM-1y de VAM-1 en comparacion con el grupo
control a las 24 y 48 horas, mientras que en el 7° dia no hubo diferencias

estadisticamente significativas (pNS).

Grafico XlI- ICAM-1 en rindn
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Grafico XIII-VCAM-1 en rifdn
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La molécula de adhesion PECAM-1 se evalud Unicamente a las 24 horas

(Gréafico XIV):
El grupo control presentd a las 24 horas un aumento significativo de

PECAM-1 (p<0,01) tanto respecto del grupo simulado como respecto del grupo

de estudio.

No hubo diferencias estadisticamente significativas (pNS) en los niveles de

PECAM-1 a las 24 horas entre el grupo simulado y el grupo de estudio

Grafico XIV- PECAM-1 en rifidn
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Las dos moléculas de adhesién celular solubles evaluadas, sICAM-1 y
sVCAM-1, tuvieron el mismo comportamiento (Graficos XV y XVI ):
La observacidn mas sobresaliente fue la falta de expresion de los CAMs
solubles durante todos los momentos investigados, mientras que si se

expresaron en el tejido renal.

Grafico XV- sICAM-1
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9. FACTOR TRANSCRIPCIONAL NUCLEAR KAPPA B (NFxB)

A las 48 horas después de la reperfusion en el grupo control observamos un

aumento en la expresion de NFxB (p<0,05) en comparacion con el grupo de

simulacion.

En el grupo de estudio (NO) a las 48 horas después de la reperfusion

observamos un descenso en la expresion de NFxB (p<0,05) en comparacion

con el grupo control.

No hubo diferencias estadisticamente significativas en los niveles de NFxB

a las 48 horas (pNS) entre el grupo de estudio y el grupo de simulacién.

Grafico XVII- NFxB en rifdn
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V. DISCUSION



1. INTRODUCCION

Uno de los grandes retos de la medicina sigue siendo el control de la
respuesta inflamatoria cronica que se produce al implantar prétesis o

biomateriales en cualquier tipo de cirugia reconstructiva ¢! 2% 9,

La modulacion de la respuesta inflamatoria tiene gran importancia e intentar
reducir al maximo los sintomas secundarios a cualquier intervencién quirurgica
debe ser un objetivo primordial para cualquier cirujano. En nuestra
especialidad, la estomatologia, este aserto tiene una importancia capital, ya
que tras cualquier acto de cirugia bucal, se pone en marcha el proceso
inflamatorio que tiene como sintomas fundamentales un cuadro doloroso en la
zona intervenida, la tumefaccion de partes blandas con la consiguiente
deformidad facial, y a la vez un cierto grado de trismo asociado. El control de
estos sintomas ha sufrido importantes modificaciones a lo largo de los ultimos
afos, conforme ha ido avanzando el conocimiento de las bases fisiopatologicas
de la inflamacion “®*9).Por otra parte, el desarrollo de la implantologia y los
avances en biomateriales han contribuido a la mayor utilizacién de implantes

dentales en pacientes parcial o totalmente edéntulos (1%

, Y concretamente en
los ultimos afnos la demanda de tratamientos con implantes dentales en
distintas especialidades de la odontologia (periodoncia, ortodoncia) ha crecido
enormemente, dedicandose especial atencion a aspectos como nuevos
disefios, nuevas superficies, biomecanica etc ("' 190 12.85.212.238) Ep o] campo de
la periodoncia el tratamiento con implantes se realiza con la finalidad de poder
reemplazar los dientes, el hueso y los tejidos blandos ausentes para restaurar
la funcion masticatoria, la fonética y la estética, mientras que en el campo de la
ortodoncia no se busca obtener osteointegracion ya que su finalidad es utilizar
los implantes como anclaje extradentario, por ello se utilizan con mayor
frecuencia miniplacas y microimplantes para evitar el trauma quirdrgico de la

explantacién de implantes osteointegrados “! 8% 230),
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Recientes publicaciones (?212465112244) qemuyestran que las complicaciones
biolégicas de este tipo de tratamientos, tales como la mucositis y la
periimplantitis estan aumentando de forma alarmante y se sabe que el fallo de
los mecanismos de control de la respuesta inflamatoria es uno de los factores

que puede condicionar el fracaso del implante dental (%4239

Por otra parte algunos autores concluyen que existe asociacion entre
enfermedad periodontal y riesgo aumentado de padecer enfermedad
cardiovascular, existiendo estudios que demuestran que niveles altos de
marcadores inflamatorios en el fluido sulcular de pacientes periodontales como
son el factor de necrosis tumoral (TNF), la proteina C reactva (CRP) y la
interleuquina 6 (IL-6) indican un riesgo aumentado de padecer enfermedad

coronaria %24

. Por esta razdon consideramos que es esencial para nuestra
especialidad profundizar en el estudio de la respuesta inflamatoria y sus

mecanismos fisiopatoldgicos.

En estudios llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo, se ha observado
como la implantacién de diferentes modelos protésicos utilizados en cirugia
puede producir una respuesta inflamatoria sistémica cuya modulacién es

esencial a la hora de controlar las complicaciones quirurgicas.

Fundamentalmente debido a la necesidad de implantar un cuerpo extrafio
(injerto protésico vascular) y a la lesion por isquemia-reperfusion secundaria al
clampaje suprarrenal, la cirugia de aorta abdominal genera una respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS) que es fuente de morbi-mortalidad operatorias.

En el modelo experimental empleado en este proyecto doctoral hemos
tratado de evaluar la evolucién de la SIR simulando una cirugia electiva en la

aorta abdominal.

El procedimiento aceptado universalmente para prevenir la rotura de un
AAA y reducir la enorme mortalidad que ésta conlleva es la reseccion electiva
y la interposicién de una proétesis o injerto.

Nuestro grupo de trabajo en diversos estudios ha observado como la
implantacion de diferentes materiales protésicos utilizados en cirugia vascular

produce un aumento en todas las variables inflamatorias. Con el presente
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estudio queremos, siguiendo con esta linea de investigacion, profundizar mas
en el conocimiento de la respuesta inflamatoria sistémica que se produce al
implantar un tipo de protesis en un animal de experimentacion, con la finalidad
de evaluar el efecto beneficioso de la administracién de un donante de 6xido
nitrico mediante la modulacion de la inflamacion.

En nuestro modelo experimental, el tratamiento con un donante de o6xido
nitrico (Molsidomina®) regula la respuesta inflamatoria sistémica y minimiza el
dafio a nivel renal.

El mecanismo por el cual el NO protege la funcion renal después del
clampaje aodrtico es probablemente multifactorial, y su contribucién al control de
la respuesta inflamatoria en situaciones como la cirugia de aorta abdominal
electiva y urgente puede hacer que tenga un papel importante en el futuro de la

cirugia vascular.
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2. DISCUSION DEL MODELO Y DISENO EXPERIMENTAL

2.1. Animal de Experimentacién

Se eligieron como sujetos de estudio minicerdos porque, a pesar de que
presentaban indudablemente inconvenientes en cuanto a coste, menor
disponibilidad y mas dificultad para su estabulacion, ofrecian ventajas como el
ser omnivoro, de gran semejanza al hombre en multitud de sistemas
anatémicos y enzimaticos y nos permitian practicar la técnica anestésico

quirurgica con idéntica similitud a la realizada en el ser humano.
2.2. Tipo de Agresion

Nuestra intencidn era conseguir un modelo de agresivo limite pero libre de
mortalidad, puesto que en estudios previos realizados por nuestro grupo de
trabajo, con una duracién del clampaje mayor de 30 minutos y/o sangria mayor
del 40% de la volemia se ocasionaron situaciones de paraplejia, infecciéon

intraabdominal y/o mortalidad postoperatoria.

La eleccion del tiempo de clampaje aortico suprarrenal de treinta minutos se
hizo en base a la tolerancia del rifidn a la isquemia en la clinica humana y
debido a lo recogido en experiencias realizadas por nuestro grupo en las que
tiempos mas prolongados pueden ocasionar lesiones estructurales irreversibles
que imposibilitarian una recuperacion de la funcién tras la fase de la

reperfusion.
2.3. Obtencion de muestras

La eleccion de los tiempos de recogida de las muestras, basal, a los 15
minutos del desclampaje aortico o reperfusion, a las 24,48 y 72 horas y al 7°

dia, se hizo teniendo en cuenta la secuenciacion de los fendmenos de la RIS
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que siguen al proceso de isquemia-reperfusion y de implante de una protesis

en posicion aodrtica.
2.4. Variables Estudiadas

La seleccion de las variables a estudiar se realizé6 de acuerdo con la
informacién que cada una de ellas aportaria al estudio y teniendo en cuenta los
medios de infraestructura y econdmicos de los que disponiamos para llevar a

cabo nuestro disefio experimental.

- Citocinas: Aquellas proinflamatorias valoradas en nuestro estudio, TNF-q,
IL-18 e INF-y, desempefian un papel esencial en la activacion de macréfagos,
en la expresion de moléculas de adhesion celular que son fundamentales para
el proceso de la infiltracion neutrofilica que ocurre durante la reperfusion, en la
activacion de la iINOS incrementando asi la produccién de 6xido nitrico y en el
incremento de la produccion de RLO, especialmente del anién superoxido . Por
el contrario, las duales (IL-6) y aun en mayor medida las antiiflamatorias (IL-10)
se relacionaran de forma inversamente proporcional al grado de agresioén. Por
todo ello es importante su determinacién y su correlacidn con las otras

variables estudiadas.

- Mieloperoxidasa: Se da por supuesto que hay una relacion directamente
proporcional entre el incremento de la infiltracién neutrofilica y el aumento de la

(185, 172, 222, 289, 285) E| método seleccionado

lesion organica post-reperfusion
para valorarla fue la determinacion de la actividad de la mieloperoxidasa, el
cual ha demostrado ser uno de los mas exactos y mas ampliamente empleado

en la investigacion ¢ 75 173.182),

- Radicales Libres de Oxigeno y “barrenderos” en Rifion: Su participacion en
la lesién post-reperfusion ha sido ampliamente descrita en la literatura ¥,
destacando a este respecto los trabajos realizados por nuestro grupo en
modelos de isquemia-reperfusion hepatica e intestinal que los hacen
responsables de los dafios en la fase post-reperfusion ©°9997) parece
demostrado que el 6xido nitrico reacciona con alguno de los RLO como el
anioén superéxido, para producir peroxinitritos, los cuales entre otras acciones

van a condicionar el inicio de la peroxidacion lipidica de las membranas
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celulares 7 102 104)

.Los RLO se pueden medir de manera directa,
determinando la produccion del anion superoxido (% o bien de manera

indirecta estudiando la actividad del enzima detoxificante superdxido-dismutasa
(92)

- INOS: El conocimiento de las fuentes de produccion del 6xido nitrico a
nivel molecular, es decir sus isoenzimas constitutiva e inducible, y sus
intervenciones en el transcurso de la inflamacion durante el fendbmeno de la
isquemia-reperfusion; han puesto de manifiesto un comportamiento distinto del
oxido nitrico en funcién de la enzima productora, su cantidad y el momento de

su liberacion (1%®

. La enzima iNOS desde el momento en que es activada o
inducida produce una liberacion continua y en gran cantidad de éxido nitrico, el
cual en el momento en que es liberado —post-reperfusion— parece ser
altamente perjudicial ®®. En nuestro estudio la determinacion de la actividad de
iINOS a las 72 horas se fundamenta en que en periodos de tiempo previos no

seria detectable.

- Moléculas de Adhesién Celular: Responsables de la interaccion leucocito-
endotelio y, por tanto, de la migracion leucocitaria su incremento en la
expresion se asocia a una mayor infiltraciéon neutrofilica y a un mayor dafo

organico.

- Factor Transcripcional kB: Es uno de los factores nucleares mas
estudiados ya que controla la replicacion de DNA en RNAm en la respuesta
inflamatoria. Su estudio en este disefio experimental determinara el control de

los aspectos genéticos de la respuesta inflamatoria sistémica.
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3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En el modelo experimental que se ha desarrollado en el presente trabajo
nos hemos planteado estudiar el sindrome de la respuesta inflamatoria, sus
consecuencias en un modelo experimental de cirugia adrtica protésica con
pinzamiento suprarrenal y su control profilactico con un donador de o6xido

nitrico como es la Molsidomina®.

Los resultados obtenidos, en la valoracion de la mortalidad, en todos los
grupos 100% de supervivencia a los 7 dias, demuestra la correcta ejecucion de
las técnicas quirurgicas y complementarias empleadas y cumple con nuestro
primer objetivo de desarrollar un modelo experimental agresivo pero sin

mortalidad.

La valoracion de la funcioén renal es la segunda variable estudiada que nos
termina por contestar a la pregunta: ;es la Molsidomina®, beneficiosa en el
modelo experimental planteado? Observamos un mantenimiento de la funcién
organica en los animales tratados con el donador de NO. Este mantenimiento
de la funcién organica ha sido puesto de manifiesto por otros autores, en

248, 263, 186, 187, 188) Los mecanismos

diferentes modelos experimentales'
desarrollados localmente en el rifidn y que influyen de manera esencial en la

mejoria de la funcion renal podrian ser:

e El aporte de NO exdgeno, en el caso de la Molsidomina®,
mantendria en el riidn la sintesis de sustancias con accion
vasodilatadora, esencialmente las PGE; y PGl asi como,
bloquearia la sintesis de otras con caracter vasoconstrictor como el
TxA2, el Leucotrieno C4 o la endotelina 1. Murohara recoge la
posible influencia de los neutrdéfilos y los RLO por ellos producidos
con la consiguiente disfuncion endotelial causada, como promotores
de vasoconstricion; esta vasoconstriccion quedaria inhibida por la

administracion de NO (por bloqueo de la infiltracion) 7).
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* Disminucion del efecto de contraccion mesangial inducida por los
RLO 08),

* El probable descenso local, con el NO exdgeno aportado, de la
produccion de NO por la enzima renal iINOS, junto con el
mantenimiento de la sintesis de NO por la enzima cNOS seria
esencial en la conservacion de la funcion renal %175 %) Yy esto, por
la produccién de una vasodilatacion arteriolar con integridad de la
filtracidon glomerular, asi como, por el desarrollo de un efecto
diurético y natriurético directo ya demostrado que puede ser

58) 147) y

y
Koide ®® en cultivos celulares de fibras musculares lisas, afirman

producido por el NO sintetizado por la cNOS®®. Johnson!

Siegfried **® en modelos de I-R miocardica, Kin en uno renal '°?

que el NO exogeno podria disminuir la activacién de la isoenzima
iINOS tal y como nosotros hemos comprobado en nuestro modelo

experimental.

Las causas que pueden conducir a esta significativa disminucion de la
morbilidad son muchas y dependientes de la regulacion de la respuesta
inflamatoria por parte de los farmacos empleados (disminucién del rodamiento
y adhesidn leucocitaria, disminucion del fenomeno de no reflujo postisquémico,
modulacion de la infiltracién neutrofilica, disminucién de produccion de RLO vy
citocinas proinflamatorias, control de la transcripcién nuclear, etc.), algunos de

estos aspectos seran desarrollados a continuacion.

La importancia del estado oxidativo en la respuesta inflamatoria es de vital

importancia, por ello el estudio de los radicales libres del oxigeno en el

fendmeno inflamatorio ha sido muy intenso y el consenso de la comunidad

cientifica en cuanto a sus efectos unanime (99 95 97. 129,146,162 229) (pijq;rg 43).
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Figura 43.- Efectos de los radicales libres del oxigeno
Nuestros resultados demuestran un fuerte incremento de la actividad
enzimatica del sistema defensivo (SOD) en el Grupo Control que se corrobora
con la elevacion en la producciéon de anién superoxido; en este sentido se
demuestra que a pesar de la puesta en marcha de los mecanismos

detoxificantes, estos son insuficientes para eliminar la explosion oxidativa de la

respuesta inflamatoria originada en el modelo experimental utilizado ©*.

La disminucién significativa observada en el grupo Molsidomina®, corrobora

la menor morbilidad observada (preservacion de la funcion) % 149:283),

Probablemente las causas de la disminucién de los RLO en el grupo

tratado, sean por orden de importancia:

1. Inhibicibn por el NO exdégeno de la enzima NADPH-oxidasa,
procedimiento principal como Clancy describe en sus trabajos sobre

46)

isquemia in vitro “® y que también Yu sugiere en sus trabajos de

isquemia-reperfusion a mas de 60 minutos en ratas®'?; de la misma
manera, la inhibicion de la enzima xantino-oxidasa en la producciéon de
RLO, utilizando como segundo mensajero al GMPc, descrito ya en 1988,
por Simpsom®® en un modelo de I-R de miocardio en el animal de

experimentacion.
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Inactivacion o disminucién de los RLO, tal y como demuestra Siegfried
(26%) " quien describe una disminucion del area de infarto en el musculo
cardiaco sometido a I-R y tratado previamente con NO, por reaccion del
NO con el i6on superdxido; las experiencias de Hogg, corroboran
nuestros hallazgos de posible interaccion de RLO y NO %Y. En cambio
también esa interaccién origina otras moléculas activas, como los
peroxinitritos con capacidad de multiplicar el efecto lesivo por la
lipoperoxidacion de membranas, esencialmente en el caso del Grupo
Molsidomina® '®.

La disminucion de la activacién e infiltracion neutrofilica, de la que
hablaremos a continuacion; los neutréfilos son junto al endotelio los
productores principales de estas moléculas. Bath demuestra en modelos
in vivo una drastica disminucion de la infiltracion neutrofilica y e bloqueo
de RLO con NO ") También Dagher comprueba una disminucion de la
misma usando un precursor de NO, L-arginina, en un modelo
experimental de isquemia reperfusion renal ©.

Posiblemente también la menor produccion de TNF-o y de otros
mediadores de la respuesta inflamatoria y el control de la transcripcion
nuclear como veremos mas adelante (Figura 44) sean también aspectos

importantes en este control.

vlvGSH T
N mRNA TNF-
Proteasas iNOS
\ NFxB
P e

> - Wps0>
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Macroéfago
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A y

Figura 44.- RLO transcripcién nuclear y TNF-a
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El estudio de la infiltracidon neutrofilica utilizando como marcador la

determinacién de la actividad de la mieloperoxidasa en tejido renal, revel6 un
incremento significativo en el Grupo Control desde las 24 horas. Este
incremento de la infiltracion neutrofilica y su relacion directamente proporcional
con el dafo ocasionado en la inflamacién ha sido ampliamente demostrado y

pUblicadO (92, 16, 97, 119, 158, 159,166,173,180,190,204,205,207,233,278, 287)

La significativa disminucion de la infiltracion neutrofilica detectada en el
grupo tratado con el donador de NO Molsidomina®, nos revela la modulacion
que se induce en la activacion leucocitaria e interaccién leucocito-endotelio.
Varios autores ya han demostrado un descenso del rodamiento leucocitario
postreperfusion o en otros fendmenos inflamatorios, de la adhesién
leucocitaria, de la infiltracion neutrofilica y de otros fendmenos como el no
reflujo postisquémico (92, 99, 15, 34, 53, 104, 158, 167, 180).

El mecanismo podria ser debido a la reaccidn con los RLO originados
localmente durante la respuesta inflamatoria ®”). Bath demuestra in vitro, como
el NO exdgeno puede disminuir la quimiotaxis, resultado coincidente con

) Los

nuestra menor infiltracion en el grupo tratado con el donador de NO ¢
RLO, entre otros mediadores, son responsables de incrementar la llegada al
foco de las células inflamatorias, de la activacion de los leucocitos
polinucleares neutrofilos y de la expresion de las moléculas de adhesion por
parte del endotelio y de los leucocitos iniciandose de este modo la infiltracién.
El descenso de produccion de RLO detectado en el grupo estudio es evidente,
siendo una de sus causas la disminucion de la infiltracion neutrofilica

%D y Fardo "® muestran en

(importante fuente de produccion de RLO). Kurose
sus trabajos sobre el dafio en la I-R en rifidn de rata, como la activacién de los
neutrdéfilos y posterior expresion de las CAM son claves para la migracion, y en
esa activacion son los RLO los que juegan un papel esencial.

No descartamos que la propia regulacién de la respuesta inflamatoria con la
disminucién de la produccion de citocinas proinflamatorias y la menor expresion
de CAMs junto con la menor activacion neutrofilica y de sus proteinas snare o

incluso la actuacidon directa sobre los mecanismos transcripcionales que
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regulan la expresion de las diferentes CAMs sean también responsables del
control de la infiltracion neutrofilica.

La influencia de las citocinas proinflamatorias, entre ellas TNF-a e IL-1, en la
modulacién de la expresion de las CAMs, induciéndolas como en el caso de
ICAM-1, VCAM-1, LFA-1 y E-selectina, o liberandolas como ocurre con la P-

44, 182, 188, 218, 261, 287) También conocemos la

3, 28,

selectina, estd demostrada ¢
estimulacion e incremento de la adhesividad en los neutrdfilos por el TNF-a ¢
'82) & incluso su efecto sobre la activacién del factor transcripcional NFkB ?'9).
Por estos motivos sospechamos que un posible mecanismo de accion en el
efecto beneficioso del farmaco estudiado podria ser la regulacion de la

produccién de citocinas % 9% 203. 220

por estudios realizados anteriormente. Los
resultados observados en nuestro trabajo evidencian un incremento de las
citocinas proinflamatorias en el Grupo Control que disminuye de forma

significativa al ser tratados con Molsidomina® 3",

Los mecanismos implicados en el descenso de los niveles de las citocinas

pudieran ser:

* Disminucion de la activacién neutrofilica: los neutrofilos son
responsables de su sintesis y células diana de sus acciones. En
relaciéon con este razonamiento es interesante apuntar que el TNF-a
liberado por neutréfilos induciria la liberacion de RLO por otros
neutrofilos, quienes a su vez, aumentarian el dafo, entre otras, en
las células endoteliales, favoreciéndose asi el fendmeno de
migracién leucocitaria ", El descenso en el TNF-a bloquearia este
proceso de activacion autocrina en neutrofilos.

* Por su parte el TNF-a activa el factor transcripcional kB que estimula
la expresion de las CAM. La disminucién del TNF-a, podria conducir
a una menor activacion del factor transcripcional, y por tanto menor
expresion de las CAM; esto ultimo, conllevaria una disminucién en la
infiltracion neutrofilica 4 %),

* El factor transcripcional kB de localizacion citoplasmatica, también

esta implicado en los mecanismos de sintesis de las citocinas que
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hemos estudiado en nuestro trabajo. Al disminuirse en el foco
inflamatorio la presencia de RLO (menor infiltracion neutrofilica), en
mayor o menor medida con los diferentes tratamientos empleados,
disminuira el ambiente oxidativo intracelular que favorece Ila
activacién del factor transcripcional kB y de esta manera la
produccién de estas citocinas (%%,

* El propio efecto directo del NO, que frenaria la sintesis de las

111)

citocinas La liberacién basal fisiolégica por cNOS, influiria

directamente inhibiendo la sintesis y liberacién de estas citocinas
proinflamatorias, apuntado timidamente por algunos autores (¥,
entre ellos el trabajo de farmacologia aplicada con NO realizado por

Ignarro (149,

Al observar estos resultados, decidimos estudiar dos citocinas reguladoras

de la respuesta inflamatoria como son la IL-6 y la IL-10 ©49).

En ambos casos comprobamos como el Grupo Molsidomina presentaba un
importante incremento en la produccién de estas citocinas antinflamatorias, no
pudiendo concluir, con los presentes resultados, si ello se debe al control
general de la respuesta inflamatoria o por el contrario a algun efecto directo

sobre ellas.

De esto se deduce una mayor capacidad de controlar la respuesta
inflamatoria en el Grupo Molsidomina dada la gran importancia que las

interleucinas 6 y 10 tienen en el control de dicha respuesta (Figura 45).
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Figura 45.- Regulacion de la inflamacién por la IL-6 e IL-10

El 6xido nitrico es uno de los mas importantes mediadores de la respuesta
inflamatoria; en nuestro estudio comprobamos como su produccion se ve
incrementada de forma significativa en el Grupo Control, siendo esto debido al
incremento de la activacion de la iINOS, tal y como comprobamos en nuestros
resultados, dependiente de multiples factores como la produccion de RLO, la

liberacion de citocinas proinflamatorias, la activacion de NFkB, etc %8 27239,

La mayor produccion de NO conllevara un incremento de la respuesta
inflamatoria, ya que de su reaccion con los RLO se derivara una mayor
peroxidacion lipidica y al mismo tiempo estimulara la activacion de factores
transcripcionales como kB los cuales incrementaran la expresiéon de CAMs y la
interaccién leucocito-endotelio ocasionando como resultado final una mayor

lesion inflamatoria (Figura 46).

112



Daiio endotelial mediado por:
* Anticuerpos
* Complemento

« Complemento

+ Fibrina - Adhesion
* Plaquetas . :\:ll_ibgrac_ién
« PMN ibrosis

Oclusién Vascular
Ruptura Capilar
Necrosis Isquémica

Figura 46.- Lesion endotelial y tisular post-inflamacion

La corroboracion de la disminucidon de la expresion de las moléculas de

adhesion celular estudiadas, unido a la menor infiltracion neutrofilica, se

traduce en un efecto protector de primer orden en la respuesta inflamatoria
sistémica, que pudiera ser la clave del efecto beneficioso de la Molsidomina®
3 En nuestro estudio, la menor expresion detectada en ICAM-1, VCAM-1 y
PECAM-1 determinara una menor interaccién leucocito-endotelio vy
consecuentemente una menor infiltracion neutrofilica, aspecto éste
directamente relacionado con el dafio en la respuesta inflamatoria; a su vez la
menor activacion e infiltracion neutrofilica conducira a una menor produccion de
radicales libres del oxigeno causantes de lesion tisular, éstos a su vez, como
mediadores inflamatorios de primer orden, tienen la capacidad de activar
factores transcripcionales como NFkB responsable, como vimos en apartados
anteriores, de la produccion de diferentes citocinas proinflamatorias como el
TNF-a, la IL-1 y el INF-y responsables del incremento de la expresién de CAMs
(@%) y en el caso del TNF-o. del incremento de produccion de RLO. Todo ello
redundara en una menor lesion tisular con un mantenimiento de la funcion del

érgano y consecuentemente una menor morbi-mortalidad % 95 97: 277),

La evaluacidon de moléculas de adhesién solubles en el plasma es un medio
muy eficaz para valorar el dafio endotelial (3% 44 73. 86, 126, 186, 207, 242, 248, 261, 267,
282) an nuestro estudio hemos comprobado el amplio dafio endotelial del Grupo
Control que se normaliza al 7° dia postcirugia, confirmando de esta forma la

recuperacion de la lesion organica.

Teniendo en cuenta estos resultados, y para evaluar otros posibles

mecanismos de accidon, decidimos estudiar la activacion del factor
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transcripcional nuclear kB que como sabemos regula multiples genes

responsables de la produccién de, por ejemplo, TNF-a, IL-2, VCAM-1, INF-y,

etc @77

A pesar de comprobar en nuestro estudio una disminucién significativa de
su activacion en el Grupo Molsidomina, no tenemos elementos suficientes para
asegurar una accion directa de estos farmacos, pudiendo deberse a la

modulacién observada en la respuesta inflamatoria de forma global (19 240:28%),
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VI. CONCLUSIONES



1.

El modelo experimental planteado es adecuado para evaluar la
hipétesis y objetivos propuestos. La técnica quirargica y la
terapéutica empleada en los animales de experimentacion se

aproximan con mucha exactitud a los utilizados en la clinica humana.

Los resultados de los mediadores bioquimicos, moleculares vy
genéticos, de la respuesta inflamatoria estudiados, demuestran la
regulacién de la respuesta inflamatoria ejercida por la Molsidomina®
en comparacion al Grupo Control, donde dicha respuesta es muy

importante.

El mantenimiento de la funcion renal dentro de los niveles normales
y la ausencia de mortalidad en el Grupo Molsidomina® avalan la

ausencia de lesion irreversible por la respuesta inflamatoria.
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