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Donador exdgeno de oxido nitrico en la respuesta
inflamatoria hepatica y hemodinamica
después de choque hemorragico*

Roberto Anaya-Prado,** Luis H. Toledo-Pereyra,*** ¢ Ren-Feng Guo,® Jayne Reuben,® Peter A. Ward®

Resumen

Introduccion: El choque hemorrégico resulta en estrés oxida-
tivo celular e induccién de respuesta inflamatoria. Investiga-
mos la capacidad del nitroprusiato de sodio para reducir la le-
sién tisular en un modelo animal de chogue hemorragico no con-
trolado.

Material y métodos: 72 ratas Sprague-Dawley distribuidas en
cuatro grupos: sham/salina, sham/nitroprusiato de sodio, cho-
que/salina, choque/nitroprusiato de sodio. Se provocé choque
hemorragico (3 ml/100 g) en un periodo de 15 minutos; corte de
colay administracion de la droga a los 30 minutos; reanimacion
hidrica con solucién de ringer lactado (RL) para alcanzar pre-
sién arterial media (PAM) de 40 mm Hg; una fase de 60 minutos
con hemostasia y reanimacion hidrica con solucién de RL para
mantener PAM de 70 mm Hg; y una fase de observacion de tres
dias. El tratamiento al inicio de la reanimacion consistié en solu-
cién salina 0 0.5 mg/kg de nitroprusiato de sodio. Se evaluo re-
querimiento hidrico para reanimacion, funcién hepatica, mielo-
peroxidasa de tejido hepatico, histologia hepatica y sobrevida.
Resultados: El nitroprusiato de sodio redujo significativamente
los requerimientos hidricos para reanimacion (p = 0.0001) y pro-
dujo mejoria en las pruebas de lesion hepatica, infiltracion neu-
trofilica evidenciada por mieloperoxidasa de tejido hepatico, y
estudios histologicos. Se incrementd la sobrevida de 40 % en
los controles a 60 % con el nitroprusiato de sodio.
Conclusiones: El exceso de 6xido nitrico media la lesion he-
patica inducida por el choque hemorragico, y la supresion de
oxido nitrico con nitroprusiato de sodio puede reducir las con-
secuencias patoldgicas de la hemorragia severa, posiblemen-
te por la eliminacion del anién superoxido (O,), limitando la
produccién de radicales mas toxicos.

Palabras clave: Choque hemorragico, nitroprusiato de sodio,
oxido nitrico.

Summary

Background: Hemorrhagic shock (HS) results in oxidative
stress to cells and in the induction of the inflammatory response.
We tested the ability of the nitric oxide (NO) donor sodium
nitroprusside (NP) to reduce tissue injury in a rodent model of
uncontrolled hemorrhagic shock.

Methods: Seventy two Sprague Dawley rats weighing 250-300 g
were subjected to a model of uncontrolled hemorrhagic shock.
Four groups of animals were included (n = 18 per group): sham/
saline, sham/NP, shock/saline, shock/NP. Experimental design
consisted of the development of hemorrhagic shock (3 ml/100 g)
in a 15-min period, tail amputation (75%) and drug administration
at 30 min, fluid resuscitation (FR) with lactate Ringer’s (LR)
solution to reach a mean arterial pressure (MAP) of 40 mmHg,
a hospital phase of 60 min with hemostasis and FR with LR
solution to reach a MAP of 70 mmHg, and a 3-day observation
phase. Treatment at the beginning of resuscitation included either
normal saline or sodium nitroprusside (0.5 mg/kg). The following
parameters were evaluated: fluid requirements for resuscitation,
liver injury tests, liver tissue myeloperoxidase (MPO), liver
histology, and 3-day survival.

Results: Sodium nitroprusside significantly reduced fluid
requirements for resuscitation (p = 0.0001). We also observed
an improved statistically significant difference in tests
demonstrating hepatic injury (p = 0.0001), neutrophil infiltration
as evidences by liver MPO (p <0.05), and histology studies
(p=0.001). Survival was also increased from 40% in controls
to 60% with NP treatment.

Conclusions: These data suggest that excess NO mediates
hemorrhage-induced liver injury, and that the suppression of
NO with NP may reduce the pathological consequences of
severe hemorrhage, possibly by scavenging superoxide (O,),
thus limiting the production of more aggressive radicals.

Key words: Hemorrhagic shock, sodium nitroprusside, nitric
oxide.
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Introduccion

El chogque hemorrégico contribuye con lamorbilidad y mortali-
dad a corto y largo plazo después de lesiones traumaticas, sin
embargo, |os mecanismos especificos involucrados en la fisio-
patologia de la hemorragia han sido definidos en forma incom-
pleta. El choque hemorrégico resulta en estrés oxidativo de las
célulasy en lainduccién de unarespuesta inflamatoria, con ex-
presion incrementada de un nimero de mediadores proinflama-
toriosy de citocinas.**

El oxido nitrico ha demostrado que se combina con €l supe-
réxido (O,7) paraformar un radical altamente toxico, el peroxi-
nitrito, y producir dafio oxidativo. También desempefia un papel
importante en | as sefiales celulares de transferencia proinflama-
torias, alterando la expresion de genes celulares, la actividad
enzimaticay la activacion de factor de transcripcion,?® ademés
deregular lavasodilatacion, laagregacion plaguetariay neutro-
filica, y € flujo sanguineo orgénico local. Por lo tanto, puede
influir de diversas maneras en lafuncion celular y tisular poste-
rior ahemorragia.” El choque hemorrégico disminuyelaactivi-
dad de la sintasa endotelial constitutiva del 6xido nitrico (ec-
NOS) mientras incrementa la sintasainducible del 6xido nitri-
co (iNOS).2 Investigaciones previas han demostrado que es be-
néfico proporcionar donadores exdgenos de Oxido nitrico en
las fases tempranas de choque y reanimacion, y que es lesivo
inhibir la actividad de la ecNOS durante el choque. Algunos
autores han demostrado que inhibir la actividad de la sintasa
del oxido nitrico (NOS) reduce la lesién orgénicay mejorala
sobrevida, sugiriendo que es complejo el papel del éxido nitri-
co en lafisiopatologiadel chogue hemorréagico. Todo este cuer-
po de evidencias apoya |a hip6tesis de que €l 6xido nitrico en
exceso, generado apartir delaiNOS, promueve lainflamacion
y lesion tisular.%1t

Esta hipotesis propone que remover el exceso de ese 6xido
nitrico en tanto se preserven los niveles basales benéficos del
Oxido nitrico derivado delaecNOS, podriamejorar laevolucion
después de |areanimacion del chogque hemorragico. Sin embar-
go, los problemas con laselectividad delasisoformasdelaNOS
y lasrelaciones de la dosis respuesta complican la utilidad tera-
péuticapotencial delosinhibidoresdelaNOS enlos estados de
choque. Han sido disefiados algunos compuestos para eliminar
(scavenge) el 6xido nitrico extracelular en exceso.'>® Asi, seha
implementado el manejo de donadores exégenaos de Oxido nitri-
co. Uno de estos donadores es el nitroprusiato de sodio, que ha
sido investigado en modelos de lesién por isquemialreperfusion
organica aislada con buenos resultados, logrando disminuir la
lesién por reperfusion pulmonar, mejorando la oxigenacion, la
hemodinamiay laformacion de edema pulmonar, y reduciendo
la lesibn mucosa y organica posterior a isguemia/reperfusion
gastricay del pancreas.*2 El nitroprusiato de sodio también ha
demostrado reducir la activacién endotelial inducida por citoci-
nas, revirtiendo completamente la permeabilidad microvascular

incrementada e i nhibiendo |a agregacién plaguetariay el tiempo
prolongado de trombosis.® Sin embargo, su utilidad en isque-
mia/reperfusion total (chogue hemorragico) no ha sido todavia
investigada.

El higado ha sido seleccionado como érgano blanco debido
al papel central que desempefia como modulador de inflama-
cion inducida por choque y reperfusién subsecuente,?? y tam-
bién debido aque el higado y el intestino parecen ser los sitios
mayormente responsables de la produccion incrementada de
Oxido nitrico posterior a trauma y hemorragia.?® Los agentes
farmacol 6gicos que remueven el exceso del oxido nitrico po-
drian ser auxiliares Utiles para mejorar la funcion hepética y
disminuir laincidenciade fallaorganicamdltipley muerte pos-
terior atraumay hemorragia. En este estudio evaluamos la ca-
pacidad del nitroprusiato de sodio como donador exégeno del
Oxido nitrico paradisminuir lalesion tisular después de choque
hemorragico.

Material y métodos

Para este estudio se utilizaron 72 ratas macho Sprague-Dawley
(Charles River Breeding Laboratories, Inc., portage, MI) con un
peso entre 250y 300 g. Seles permitid acceso ad libitumacomi-
day agua hasta el dia de la operacion. Después de ser pesadas,
las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sddico (Nembu-
tal®, Abbott L aboratories, North Chicago, IL) intraperitoneal mente
(50 mg/kg). Se colocaron en un colchdn térmico (MUL-T-PAD®;
Gaymar Industries, Inc., Orchard Park, NY), que se conect6 a
unaunidad de terapiade calor (MICRO-TEMP® Pump; Seabro-
ok Medical Systems, Inc., Cincinnati, OH) y se les rasur6 la
region inguinal. El protocolo experimental fue revisado y apro-
bado por el Comité de Cuidado y Uso de Animales del Borgess
Research Institute en el Borgess Medical Center, en Kalama-
zo0o, Michigan, Estados Unidos de Norteamérica. Todos los ex-
perimentos fueron practicados de conformidad con la“ Guiapara
€l Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” de los Institutos
Nacionales de Salud.

Técnicaquirlrgica

Después de aplicar solucion de yodo-povidona, se cubrio lare-
gion inguinal en preparacion para un procedimiento quirdrgico
estéril. Se disecarony canularon la arteriay venafemoral dere-
chas con catéteres intravenosos (nimeros 22 GA y 19 GA, res-
pectivamente, Intracath; Becton Dickinson, Sandy, UT). El caté-
ter arterial se conect6 a un transductor (Transpac Abbot Critical
Care Systems, North Chicago, IL). El transductor se conect6
entonces aun monitor de presion Hewlett-Packard (78353A; Palo
Alto, CA). Lalinea arteria se utilizd para monitoreo continuo
de presion arterial media (PAM) y paratomade sangre. El caté-
ter venoso fue utilizado paralainfusion de liquidos.
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Disefio experimental

El experimento fue realizado utilizando un modelo de choque
hemorragico no controlado descrito previamente.?? Se inicid
(tiempo cero) con la extraccion de sangre (3 mI/100 g) através
delacanulaarterial en un periodo de 15 minutos, seguido por un
periodo de estabilizacion de 15 minutos. A los 30 minutos se
provocd chogque hemorrégico no controlado mediante la ampu-
tacion delacolaen 75 % de su longitud, medida desde la punta
(extremo més distal). La sangre obtenida de la herida de la cola
se cuantificod y desechd. Estafase se denominé “fase prehospita-
laria’ y se continud por 60 minutos. Durante este periodo se con-
siguid la reanimacion con solucion de ringer lactado (RL); la
meta era mantener una PAM de 40 mm Hg, iniciando inmedia
tamente posterior a corte delacola. A los 90 minutos se comenzo
unafase que simulabael tratamiento hospitalario (“fase hospita-
laria”) mediante la reparacién (sutura) de la herida de la cola.
Esta fase se continué por 60 minutos. Durante esta etapa, lare-
animacion hidricafue mantenida con solucion de RL; €l objetivo
terminal era mantener una PAM de 70 mm Hg. Se documento la
cantidad de solucion de RL utilizada en la reanimacion.

A las ratas que sobrevivieron a experimento por 150 minu-
tos (n = 10 por grupo) selesretiraron los catéteres, se les suturd
laheriday fueron colocadas en contenedores plasticos para ob-
servacion tardia (tres dias). L os animales utilizados paraexame-
nes de laboratorio (n = 8 por grupo) fueron sacrificados con una
sobredosis de pentobarbital sodico alas cuatro horas (240 minu-
tos) del experimento.

Se andlizaron cuatro grupos de animales (n = 18 por grupo, 10
animal es para sobreviday ocho para examenes |aboratoriales):

¢ Sham més solucién salina (grupo 1, sham sin tratamiento, o
sham operado sin tratamiento).

e Sham maés 0.5 mg/kg de nitroprusiato de sodio® (grupo 2,
sham més tratamiento, o sham operado més tratamiento).

e Solucién salina (grupo 3, con chogque hemorrégico sin trata-
miento, o control).

e Nitroprusiato de sodio (0.5 mg/kg)*® (grupo 4, choque
hemorrégico més tratamiento).

En los animal es sham-operados no se provoco choque hemo-
rrégico pero fueron sometidos aanestesiaeinstrumentacion (canu-
lados) enformay tiemposidénticosalosanimalesenloscuaesse
provocd chogque hemorrégico, y con aplicacion delostratamientos
estipulados.

Tratamiento

Todas las ratas fueron tratadas al momento de iniciada la reani-
macion (tiempo 30 minutos) con solucién salina(grupos 1y 3) o
nitroprusitato de sodio (0.5 mg/kg, grupos 2y 4).%8 El nitropru-
siato de sodio (Gensia Pharmaceuticals, INC. Irvine, CA) es
disodio pentacianonitrosilferrato(2-)dihidrato, un agente hipo-

tensor inorganico cuyaprincipal accién farmacolégicaeslarela-
jacion del musculo liso vascular y dilatacion consecuente de las
arteriasy venas periféricas. Enlaprécticaclinica, € nitroprusiato
de sodio esta indicado en la reduccion inmediata de la presion
arterial de pacientes en crisis hipertensivas, y en el tratamiento
deinsuficiencia cardiacacongestiva aguda. Como sefialamos, el
enfoque biomolecular delautilizacion del nitroprusiato de sodio
como donador exdgeno de Oxido nitrico buscalos ef ectos benéfi-
cos sobre la cascada proinflamatoria generada, en nuestro mo-
delo, por e choque hemorrégico.

Pruebas de funcion hepética

Paraestimar lalesion hepaticay obtener un estudio indicador de
falla hepética, determinamos los niveles séricos de aspartato
aminotransferasa (AST) y alanino aminotransferasa (ALT) alos
150 minutos del experimentos (n = 8 por grupo). Los niveles de
las enzimas fueron medidos con analizador automético marca
Hitachi, modelo 917 (Hitachi Ltd., Tokio, Japén).

Mieloperoxidasa de tejido hepatico

Se evalud la actividad de la mieloperoxidasa de tejido hepatico
en homogenados de tejido hepético y fue utilizada como indice
de acumulacion neutrofilicaen el higado (n = 8 por grupo). Las
muestras de tejido fueron obtenidas cuatro horas después de la
reanimacion, congel adas en nitrogeno liquido y almacenadas a
-79 °C hastael andlisis. Las muestras de higado (200 a 300 mg)
fueron homogenizadas en 5 ml de un buffer defosfato de potasio
de 50 mmol/I que contiene 0.5 % de HTAB y entonces fueron
sonicadas, dos veces deshieladas, resonicadas y centrifugadas
por 10 minutosa 14 000 x g a4 °C. Laactividad de la mielope-
roxidasa de tejido hepético fue evaluada incubando por tres mi-
nutos 100 pL de los sobrenadantes a 37 °C en una solucion de
reaccion con 40 % de salina amortiguada con fosfato, 8 % de
DMFA, 1.6 mmol/| de TMB, 0.3 mmol/I de H,0,, y 80 mmol/|
defosfato de sodio (pH 5.4).2425 Lareaccién se detuvo agregando
800 mmol/l de solucién de &cido acético enfriada en hielo (pH
3.0) y colocando los tubos de ensayo en hielo. La absorcién fue
leida a 655 nm. La actividad de la mieloperoxidasa de tejido
hepatico fue cal culadacomo el cambio en el grado de absorcion
por minuto por gramo de tejido hepético y multiplicado por €l
factor de dilucién.

Estudios histol égicos

Se obtuvieron 32 muestras de tejido hepatico (n = 8 por grupo)
cuatro horas después de lareanimacion, fijadas en formaldehido
a10 %y sumergidas en parafina. Se cortaron las muestras (5 m
de espesor) y setifieron con hematoxilinay eosina para su exa-
men con microscopio electronico. Se aplicod andlisis ciego ato-
das las muestras. Los cambios histol 6gicos se graduaron de 0 a
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4 segun laclasificacion de Suzuki y colaboradores.? El grado de
necrosis hepética se determind como sigue: 0, nada; 1, necrosis
de una sola célula; 2, 30 % de necrosis lobular; 3, 60 % de
necrosis lobular; y 4, > 60 % de necrosis lobular.

Andlisis estadistico

Todos los valores incluyen mediay error estandar de la media
(SEM). Unvalor dep < 0.05 fue aceptado como estadisticamen-
te significativo. Los datos fueron analizados mediante procedi-
mientos de una solaviaANOVA (prueba de F parainteraccion,
pruebade F para efectos principal es, pruebas de Fisher); prueba
de Kruskal-Wallis seguida de prueba de Mann-Whitney (para
igualdad de rangos) y prueba de registro de rangos para efecto
de sobrevida (pair-wise Log-Rank test). El andlisis fue practicado
utilizando SAS version 6.2, SPSS version 8.0, Minitab version
12.23, y SigmaStat® version 2.0.

Resultados
Requerimientos hidricos

Fue necesaria solucion de RL para reanimacion en todos los
grupos, excepto en los sham-operados (grupos 1y 2). Losre-
guerimientos hidricos promedio para cada uno de los grupos se
muestran en lafigura 1. Losvalores alas 2.5 horas del experi-
mento fueron 16.39 + 0.43 ml para los controles (grupo 3) y
9.15 + 0.08 ml para los tratados (grupo 4). Los animales del
grupo control requirieron significativamente mayor cantidad de
solucion de RL que los del grupo tratado (p = 0.0001). Ladife-
renciade liquidos entre los grupos 3 y 4 fue significativa.

Pruebas de funcién hepética
Lasenzimasevaluadasen este estudio (AST y ALT) se muestran

enlafigura2. Al finalizar la*“fase hospitalaria’ (150 minutos),
|os niveles séricos de AST fueron: 65.50 + 1.36, 63.87 + 1.60,
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Figura 1. Requerimientos hidricos en los cuatro grupos de
animales. Sal = salina, NP = nitroprusiato.

242.12 + 11.97, y 69.37 £ 2.62 IU/L paralos grupos sham sin
tratamiento, sham con tratamiento, control y con choque hemo-
rrégico mas nitroprusiato de sodio, respectivamente. Losniveles
deAST fueron significativamente mas bajos (p < 0.001) cuando
se compard el grupo con choque tratado con nitroprusiato de
sodio (grupo 4) respecto a control (grupo 3). También se encon-
traron niveles de AST significativamente menores (p =0.0001)
cuando se compararon |os grupos sham-operados (grupos 1y 2)
con €l control (grupo 3). A los 150 minutos, los niveles séricos
de ALT fueron: 46.12 + 3.30, 46.12 + 3.29, 213.62 + 3.04, y
55.75 £ 1.03 IU/L para los grupos sham sin tratamiento, sham
con tratamiento, control y choque més nitroprusiato de sodio,
respectivamente. Los niveles disminuidos de ALT fueron signi-
ficativamente diferentes (p = 0.0001) cuando los grupos sham
operado (grupos 1y 2) y con chogue tratado con nitroprusiato de
sodio (grupo 4) fueron comparados con el control (grupo 3).

Mieloperoxidasa de tejido hepatico

Determinamos laactividad de lamiel operoxidasa detejido hepéti-
co como un indice de acumulacion neutrofilica en € higado des-
pués de chogque hemorragico no controlado (figura3). Cuatro horas
después del chogque hemorrégico y la reanimacion, los niveles de
mieloperoxidasa de tejido hepético estuvieron significativamente

300 1

*p = 0.0001
250 A
B
= 200 1
'_
2
o 150
©
3
T 100 + .
2
50
0
Sham Sal Sham NP Choque/Sal Choque/NP
300 -
250 *p =0.0001
S
<= 200 A
-
E
o 150 4
©
%]
(]
@ 100 A
-% *
50
0 -
Sham Sal Sham NP Choque/Sal Choque/NP

Figura 2. Niveles séricos de aspartato aminotransferasa
(AST) y de alanino aminotransferasa (ALT) al finalizar la “fase
hospitalaria” (150 minutos). Sal = salina, NP = nitroprusiato,
IU = unidades internacionales.
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Figura 3. Actividad de la mieloperoxidasa (MPO) en el tejido
hepatico cuatro horas después de la reanimacion. *p < 0.05
versus control.

disminuidos (p < 0.05) en las ratas tratadas con nitroprusiato de
sodio (grupo 4, 10+ 0.7 U/g) y en lasratas sham operadas (grupos
1y 2,8.7+ 1y 13+ 1 U/g, respectivamente) cuando secompararon
conlascontroles(19.1+ 1 U/g). Lasdiferenciasentrelosgrupos 1,
2y 4 no fueron significativas por andisis de varianza.

Resultados de histologia

Cuatro horas después del choque y reanimacion (figura 4), la
severidad de lacongestion sinusoidal (3.37 + 0.18) y lavacuoli-
zacion citoplasmica (3.50 + 0.18) fueron mas evidentes en el
grupo control (p=0.001) y el grado de necrosisfuede 2.0 + 0.26
(p =0.001). El uso del nitroprusiato de sodio (grupo 4) redujo
significativamente el dafio al higado, resultando en calificacio-
nes de severidad de 0.25 £+ 0.16 (p = 0.001). Enlasfiguras5y 6
sepresentael dafio histol6gico en el grupo control y en el tratado
con nitroprusiato de sodio.

4 -
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3.5
3 4
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1.5 +
1 4
0.5 4

*p = 0.001

Grados

Sham Sal Sham NP Choque/Sal Choque/NP

C
2.5
*p =0.001

Grados

Sham Sal

Figura 4. Hallazgos histolégicos evaluados de acuerdo con
el sistema de graduacion de Suzuki y colaboradores.?® A)
Congestion. B) Vacuolizacion. C) Necrosis. *p < 0.001 versus
control. NP = nitroprusiato, Sal = salina.

Sham NP Choque/Sal Choque/NP

Figura 5. Corte microscépico del higado de una rata control
gue muestra congestion sinusoidal y vacuolizacion citoplas-
mica severas. Hematoxilina y eosina; magnificacién original
x 100.

Figura 6. Corte microscépico del higado de una rata some-
tida a choque severo y tratada con nitroprusiato de sodio. Se
observa congestion leve y vacuolizacion citoplasmica mini-
ma. Hematoxilina y eosina; magnificacion original x 100.
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Sobrevida

El efecto del nitroprusiato de sodio (grupo 4) en lasobrevida se
demuestraen lafigura 7. Se observaron mejores tasas de sobre-
vida en este grupo (60 %) que en €l control (40 %), aunque esta
diferencia no fue estadisticamente significativa.

Discusion

El 6xido nitrico desempefiaun papel importante en un vasto arre-
glo de funciones celulares mediando vias de sefiales de transfe-
renciaintracelulares, modulando el estrés oxidativo celular, re-
gulando la activacion del factor de trascripcion nuclear y me-
diando laexpresi6n de genes.?”-2 El Oxido nitrico también puede
alterar lafuncién organica mediante la regulacion del flujo san-
guineo regiona y la perfusién organica.® Sin embargo, a medida
gue haincrementado nuestro conocimiento en relacién alos nu-
merosos efectos del oxido nitrico, se ha hecho mas evidente la
complejidad de su papel durante el choque hemorrégico. La
mayoriade |os estudios que examinan este aspecto han utilizado
inhibidores de laNOS (sintasa del 6xido nitrico) que actdan ya
sea contra ecNOS o inhibiendo en forma no selectivaecNOS e
iNOS. Laactividad de ecNOS esta disminuida después del cho-
que hemorrégico,® y proporcionar 6xido nitrico con donadores

Prehospital Hospital ~ Sobrevida
3 3 3
10 ——i——® f———
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Figura 7. Se muestran los porcentajes de sobrevida. De la
misma manera esta compuesto el modelo experimental utili-
zado en este estudio. Sal = salina, NP = nitroprusiato, CH =
choque, AD = administracién de la droga, RL = ringer lacta-
do, SH = sutura de herida, PAM = presion arterial media.

exogenos en fase temprana de la reanimacién mejorala presion
sanguineay lasobrevidaacorto plazo.*® Lainhibicion delaNOS
con compuestos no selectivos o que parcialmente inhiben laec-
NOS incrementalalesion tisular, sugiriendo que laactividad de
laecNOS es esencia paramantener laperfusién organicay tisu-
lar durante la hipovolemia.*>? El uso de inhibidores con mayor
selectividad haciaiNOS, sin embargo, es benéfico contralale-
sion tisular inducida por el choque.? Por lo tanto, mantener los
efectos protectores de la actividad de [aNOS (ecNOS) mientras
se previenen los efectos lesivos potenciales de la actividad de la
NOS (iNOS excesiva) es un obstaculo en losintentos por mani-
pular terapéuticamente la actividad de la NOS después de cho-
gue hemorrégico. Aunlosinhibidores mas selectivosdelaiNOS
pueden inhibir potencialmente laecNOS si se usa una dosis su-
ficiente, debido aque €l inhibidor perfectamente selectivo de la
NOS no ha sido alin desarrollado.?®

Lautilidad potencial de reducir los niveles excedidos de Oxi-
do nitrico después de choque hemorrégico y las limitaciones de
los inhibidores de la NOS desarrollados hasta ahora, se combi-
nan para favorecer la utilidad potencial de compuestos desarro-
Ilados paraeliminar o enlazar el 6xido nitrico en exceso. Un“eli-
minador” de éxido nitrico debe ser suministrado de manera que
no interfieracon lafuncion esencial delaecNOS eincluso neu-
tralizar el 6xido nitrico producido en exceso apartir delaiNOS,
gue puede mediar € dafio tisular.?® En nuestros experimentos
utilizamos un donador exdgeno de Oxido nitrico (nitroprusiato
de sodio) a inicio de la reperfusion (reanimacion) después del
choque hemorréagico, en cuatro grupos diferentes de animales
(sham operados, control y uno tratado). En el grupo de animales
sometidos a choque hemorragico, el tratamiento con nitropru-
siato de sodio disminuy6 la cantidad de liquidos requeridos para
reanimacioén y redujo lalesion hepéticainducida por el choque
en comparacion con los controles tratados con solucion salina.
La administracion de nitroprusiato de sodio también mejoro la
sobrevida a tres dias a hacer la comparacion con los animales
tratados con solucion saling, y no represento ef ectos nocivos apa-
rentes en los animales sham operados. Ciertamente esta mejoria
no tuvo una significancia estadistica, sin embargo, vale la pena
recordar que el modelo de chogque hemorrégico practicado en
nuestros experimentos es muy agresivo pues pretende simular al
gue sufren las victimas de trauma con atencion muy elemental.
Nuestro objetivo se ha centrado en valorar larespuestainflama-
toria de un 6rgano blanco (el higado) en estas circunstancias.
L os resultados con la terapia utilizada (nitroprusiato de sodio)
sugieren que mejorando la respuesta inflamatoria junto con un
apoyo integral intensivo, se pudiera mejorar los indices de so-
brevidaen condiciones de chogue hemorragico. Por consiguien-
te, limitar la respuesta inflamatoria es solo parte del manejo
integral de los pacientes con trauma que caen en falla organica
mltiple. La reduccion de la lesion con nitroprusiato de sodio
estuvo asociada a disminucion en la infiltracion de polimorfo-
nucleares (PMN), sugiriendo que el nitroprusiato de sodio pue-
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Donador exdgeno de 6xido nitrico después de choque hemorragico

dereducir lalesion tisular disminuyendo el infiltrado celular in-
flamatorio inducido por el choque.

En nuestro trabajo, lacapacidad del nitroprusiato de sodio para
reducir la lesién hepética inducida por e choque fue similar a
hallazgos previos de reduccion de lesion tisular inducida por cho-
queenratastratadascon el inhibidor deiNOS L-N®-(1-iminoethil)
lisinay en ratones sin iNOS (genéticamente manipulados ).215 En
esos animales, lainhibicion delaiNOS después de choque estu-
vo asociadacon infiltracion pulmonar disminuidade PMN 'y con
reduccion en la respuesta inflamatoria, con una expresion dis-
minuidade L6y del factor estimulante de la coloniagranuloci-
taria, y con activacion disminuidadel nuclear factor-k3 y STAT3.2
En forma semejante, una reduccién en la respuesta proinflama-
toriapor €l nitroprusiato de sodio puede contribuir a sus efectos
benéficos posterior ahemorragia.

Se ha propuesto la hip6tesis de que la interaccién del oxido
nitrico con el superoxido (O,7) produce peroxinitrito, gue contri-
buye con lalesion tisular después deisquemiay hemorragia.>®2®
Nosotrosdetectamos nivelesreducidosde AST y ALT como prue-
bas de funcionamiento hepético, y niveles bajos de miel operoxi-
dasadetejido hepético como un indice deinfiltracién (acumula
cion) neutrofilicaen el higado. Estos hallazgos pudieran sugerir
que los efectos benéficos del nitroprusiato de sodio en lalesion
hepética también se deben a menor biodisponibilidad de 6xido
nitrico en el sitio de la lesion, imposibilitando la formacion de
peroxinitrito viainteraccion con el superoxido y subsecuente li-
mitacion del dafio. De la misma manera, €l tratamiento con ni-
troprusiato de sodio bloquearia la expresion de moléculas de
adhesion intercelulares, con limitacion del rodamiento, aplana
miento einfiltracion neutrofilica subsecuente.'"2° Por | o tanto,
el tratamiento con nitroprusiato de sodio después de hemorragia
esta asociado a un nimero de efectos benéficos potenciales, in-
cluyendo quizas una reduccion en la produccion de citocinas
proinflamatorias, en la formacién de peroxinitrito, infiltracion
tisular neutrofilicay el dafio tisular inducido por el choque. Los
hallazgos en el sentido de que los pacientes victimas de trauma
que han experimentado hipotension expresan iNOS en tejido
hepético, sugieren que se necesita investigar mas el papel del
Oxido nitrico en chogque hemorragico.*

Otros autores han sugerido que el 6xido nitrico medialades-
compensacion vascular asociadaa choque hemorrégico prolon-
gado, y queinhibir el éxido nitrico puede mejorar el tono vascu-
lar e incrementar el flujo sanguineo a tejidos vitales.™* Si bien
aln tiene que ser demostrado si el dxido nitrico es responsable
de la descompensacion vascular después de la hemorragia, en
nuestro disefio experimental el nitroprusiato de sodio se admi-
nistré después que habia ocurrido la descompensacion vascular.
Las ratas tratadas con nitroprusiato de sodio tuvieron menor
reguerimiento hidrico para reanimacion que los animales con
solucion salina. Por lo tanto, si el éxido nitrico contribuye conla
descompensacion vascular inducida por el choque, es posible
que €l nitroprusiato de sodio mejore €l tono vascular o la perfu-

siontisular a eliminar el superoxido (O,"), limitando asi labio-
disponibilidad de éxido nitrico (producido en exceso viaiNOS)
y laformacion de radical es més potentes.

Determinar si € nitroprusiato de sodio puede prevenir o retra
sar ladescompensacion vascular después de hemorragia, requeri-
ramés estudios, sin embargo, representa un compuesto promete-
dor para estudiar la produccion de 6xido nitrico y € efecto de la
sintesis de 6xido nitrico en los sistemas in vivo, utilizando otros
6rganos como blanco y en modelos de chogue hemorréagico. In-
vestigarlo en un model o de choque hemorrégico nos hapermitido
demostrar sus bondades como donador de éxido nitrico. Si biense
usaen e terreno clinico como un potente hipotensor, en laforma
que se haempleado no demostro alteraciones hemodinamicasin-
controlablesy con repercusiones en la cascada proinflamatoriade
los animales tratados. En nuestro estudio, el que los animales ha-
yan requerido menor cantidad de liquidos para reanimacién pos-
terior a hipotension hemorragicay uso de nitroprusiato, es un re-
flgo claro delaestabilidad hemodinamicarecuperada. De hecho,
en pesquisas similares realizadas en pulmoén como 6rgano blanco,
pudimos apreciar mejoriaen la presion arterial media posterior a
hemorragiay la utilizacion de nitroprusiato de sodio.®

Se necesitan mas investigaciones en €l terreno clinico para
determinar laverdaderaeficaciadel nitroprusiato de sodio como
terapia adyuvante ala reanimacion posterior a chogque hemorra-
gico. Deigual suerte, siguen teniendo un papel importante las
disertaciones sobreinhibidores selectivos delasintasainducible
del 6xido nitrico. Poder limitar la produccion de éxido nitrico en
exceso generado por estavia, representaunainteresante alterna-
tiva de estudio, con impacto directo en la limitacién del dafio
multiorganico y muerte posterior atraumay hemorragia.

Conclusiones

Demostramos que la administracion de nitroprusiato de sodio
como un donador potente de éxido nitrico después de choque
hemorrégico mejora la respuesta hemodindmica a la hemorra-
gia, reducelalesion tisular, laacumulacion neutrofilica, y mejora
la sobrevida a tres dias, a hacer la comparacion con animales
tratados con solucion salina. Estos datos apoyan la hipétesis de
que el Oxido nitrico excesivo generado através delaiNOS con-
tribuye alalesion tisular inducida por la hemorragia, y que re-
ducir la biodisponibilidad en exceso de ese éxido nitrico puede
ser benéfico después de la hemorragia.
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