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Abstract

Free oxygen radicals associated with the reperfusion syndrome (RS) in the small intestine are responsible
of severe tissue damage observed after complete intestinal obstruction. The mechanisms of action of
naloxone (Nx) and dimethyl-sulfoxide (domose) may prove to be useful in diminishing this damage.
Hence, an experimental model of complete intestinal obstruction and RS was developed in 10 dogs. Five
dogs received treatment with Nx and domose and five served as the untreated control group. Variables
assessed included respiratory and cardiac rate as well as clinical recovery and histopathology of the
obstructed area of the small intestine. Analysis of all variables suggest that the treatment of the experi-
mental model has a tangible potential in diminishing the tissue damage associated to intestinal RS.
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Resumen

Después de la correccién de una obstruccién intestinal se producen radicales libres derivados del
oxigeno, que se forman durante la isquemia y la reperfusién del 4rea (sindrome de reperfusién). Para
valorar hasta qué punto puede resolverse una obstruccién intestinal contrarrestando estos factores con
medicamentos, se indujo una obstruccién intestinal a nivel del yeyuno en 10 perros, que se mantuvo
durante 120 minutos. A los 110 minutos se administré una combinacién de sulfé6xido de dimetilo y
naloxona con el objetivo de evaluar su eficacia para contrarrestar los efectos de la reperfusién. Los
perros se dividieron en dos grupos de 5 animales cada uno: grupo testigo y grupo experimental. Al
primer grupo se le administré solucién salina fisiolégica en cantidad equivalente al volumen administra-
do de farmacos que se les aplicé al segundo grupo, a este Gltimo se le suministr6 la combinacién sulféxido
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de dimetilo (a dosis de 1 g/kg de peso a una dilucién de 10%) y naloxona (a dosis de 0.04 mg/kg de
peso). Los resultados sugieren que dicha combinacién puede ser eficaz para disminuir las lesiones pro-
vocadas por los radicales libres, también es eficaz para mejorar la condicién del sujeto, al contrarrestar

los efectos sistémicos de la reperfusién.

Palabras clave: SINDROME DE REPERFUSION, RADICALES LIBRES, DIMETIL SULFOXIDO, NALOXONA.

Introduccién

La obstruccién intestinal completa ocurre en cual-
quier parte del tracto gastrointestinal, pero el intestino
delgado es el 6rgano mas afectado."*3* Aunque puede
cursar con un compromiso vascular minimo de la
irrigacién del 4rea, a menudo se presenta con isquemia
de severidad variable e infarto® La respuesta es un
edema local que conlleva deshidratacién, hipovolemia,
desequilibrio electrolitico y un medio séptico que
genera choque.?* En estas condiciones se ha postulado
que la sobreproducci6n de radicales libres derivados
del oxigeno participa prioritariamente en la generacién
de estos dafios. En el organismo, y en particular en los
neutréfilos, el oxigeno es usado por los tejidos de los
mamiferos a nivel celular en una o dos vias: la via oxi-
dasa que metaboliza los sustratos energéticos mediante
la enzima citocromo oxidasa, y la via oxigenasa en la
que la mitocondria produce el anién superéxido (O,) y
el peréxido de hidrégeno (H,0,).56"8

La via de la oxigenasa es la ruta que predomina bajo
condiciones de hipoxia, tanto por produccién de
adenilato a partir de trifosfato de adenosina como por
conversién de la xantino-deshidrogenasa a xantino-
oxidasa.*!® Los radicales O, y H,0, se degradan a
oxidrilos como consecuencia de una reaccién catalizada
por hierro (reaccién de Haber-Weiss). El mayor daiio
ocasionado por los radicales libres, en particular por
elién hidroxilo, es la peroxidacién de los lipidos.5101112

Por otro lado, los neutréfilos estimulados bajo quimio-
taxis se adhieren al endotelio vascular y migran hacia
los tejidos adyacentes. La activacién neutrofilica resulta
en la degranulacién y liberacién de mediadores del
dafio tisular, como son las proteasas y los radicales libres
derivados del oxigeno. La infiltracién neutrofilica
puede requerir varias horas cuando la oclusién vascular
es completa, pero habri una importante infiltracién
neutrofilica cuando el tejido es reperfundido dando
lugar a lisis de las proteinas estructurales del tejido
afectado, mas hiperoxidacién?®!*!

En condiciones normales, el organismo produce
radicales libres derivados del oxigeno como productos
secundarios a muchas reacciones (fagocitosis, metabo-
lismo de ATP para obtencién de energia). Las concen-
traciones de estas sustancias son minimizadas por la
rapida accién de los sistemas de defensa antioxidante
que posee el organismo. Existen sistemas antio-
xidantes intracelulares, membranales y extrace-
lulares. Por neutralizacién quimica directa previenen

la oxidacién de moléculas celulares esenciales, que
pudieran ocasionar daiio celular.®!* Los antioxidan-
tes intracelulares incluyen a las siguientes enzimas:
la glutatién y la glutatién peroxidasa, la superéxido
dismutasa y la catalasa.'® Los antioxidantes mem-
branales son el alfa-tocoferol, el beta caroteno y la
coenzima Q. Los antioxidantes extracelulares com-
prenden a la transferrina, lactoferrina, ceruloplas-
mina, albamina, haptoglobina, 4dcido rico, cisteina,
ascorbato, glucosa y vitamina E.'*!

Existe una gran variedad de agentes ex6genos que
pueden prevenir el dafio mediado por radicales libres
usando mecanismos anédlogos a los endégenos. De
acuerdo con su modo de accién, éstos se clasifican en:
bloqueadores de la generacién de radicales libres;
secuestradores de radicales libres; aumentadores de
defensas antioxidantes y previsores de la amplificacién
del dafio tisular causado por neutréfilos.! De estos
grupos destaca el sulféxido de dimetilo (domoso) y la
naloxona, tanto por su posible eficacia como por su
disponibilidad comercial. El domoso fue sintetizado
hace 100 afios y se usé como solvente organico. Poste-
riormente, se le han encontrado maltiples aplicaciones
que van desde antiinflamatorio hasta antibacte-
riano.16,17,18,19

La naloxona fue escogida por poseer varias propie-
dades ttiles no s6lo para controlar los dafios ocasio-
nados por el sindrome de reperfusién sino que también
ayuda al sujeto a superar el estado de choque. Se sabe
que la naloxona a dosis de 0.04-1 mg/kg es capaz de
antagonizar a los receptores p y x de opioides, por los
que tiene alta especificidad, impidiendo la depresién
respiratoria y la respuesta inotrépica negativa en el
aparato cardiovascular por agonistas alfa adrenérgicos,
mediada por B-endorfinas® Inhibe la liberacién de
radicales superéxido por los neutréfilos hasta en 30%,
actuando a nivel intracelular y no como un aceptador.
Ademas, se hacomprobado que disminuye laliberacién
enzimdtica por parte de los lisosomas y la concentracién
sanguinea de péptidos depresores del miocardio?
Mejora indirectamente la calidad y cantidad del trans-
porte de oxigeno incrementando la sensibilidad de los
barorreceptores. Ademds incrementa los niveles de
cortisol plasmatico, lo que beneficia ain més el proceso
de resolucién del estado de choque.'#202! Por las carac-
teristicas descritas de los farmacos, resulta interesante
evaluar la eficaci} de estos dos farmacos en la inhibicién
de los efectos téxicos de los radicales libres de oxigeno
durante el sindrome de reperfusién.



—

Material y métodos

Se utilizaron 10 perros clinicamente sanos a los que
se practicé examen clinico 24 horas antes de ser
sometidos a cirugia; doce horas antes del bioensayo se
les suspendi6 el alimento, dejédndoles a su alcance
Ginicamente agua. Se usé propiopromazina en dosis de
0.5 mg/kg 1.V. y pentobarbital sédico en dosis de 25
mg/kg I.V. (a efecto) para inducir anestesia quirtrgica.
A todos los perros se les indujo una obstruccién intes-
tinal de tipo estrangulante. Se seleccionaron de 15 a
20 cm deyeyunoy unavez expuesto el tramo se protegié
con irrigacién continua de solucién salina fisiolégica a
35°C. Se realiz6 mediante ligadura simple, ocluyendo
la luz intestinal, ademads se ligaron los vasos arteriales
y venosos que irrigaban la zona, mediante una sutura

Cuadro 1
LESIONES COINCIDENTES ENTRE LA LITERATURA Y LAS ENCONTRADAS EN ESTE TRABAJO QUE SON -
CONSIDERADAS COMO CARACTERISTICAS DEL SINDROME DE REPERFUSION.
Lesion Nim. muestra/etapa Grupo testigo Grupo experimental Valor de P
Muestra 1 Basal 13 14 0.86
Hemorragia Muestra 2 Isquemia 13 12
Muestra 3 Reperfusién 11 7
Muestra 4 P-Quir. 13 11
Muestra 1 Basal 1 5 0.31
Edema Muestra 2 Isquemia 3 2
Muestra 3 Reperfusién 1 1
Muestra 4 P-Quir. 0 2
Infiltracién Muestra 1 Basal 2 2 0.87
linfocitaria Muestra 2 Isquemia 8 3
Muestra 3 Reperfusién 4 2
Muestra 4 P-Quir. 5 3
Necrosis Muestra 1 Basal 4 4 0.64
muscular Muestra 2 Isquemia 7 10
Muestra 3 Reperfusién 4 11
Muestra 4 P-Quir. 3 3
Daiio Muestra 1 Basal 0 2 0.10
epitelial Muestra 2 Isquemia 7 6
Muestra 3 Reperfusién 13 3
Muestra 4 P-Quir. 12 8
Infiltracién Muestra 1 Basal 2 2 0.81
neutrofilica Muestra 2 Isquemia 4 5
Muestra 3 Reperfusién 7 9
Muestra 4 P-Quir. 9 6
Tres observadores analizaron todas las laminillas y determinaron las lesiones que presentaban, de ellas se seleccionaron las que coinci-
dfan con las encontradas en otros estudios y que son consideradas como lesiones caracteristicas del sindrome de reperfusién, a los datos
obtenidos se les aplic6 la prueba de “Ji-Cuadrada”, no encontrindose diferencias estadisticamente significativas.

Y

simple continua, se cerré la capa musculary la cuténea.
La obstruccién se mantuvo durante 120 minutos,
manteniendo la anestesia, posteriormente se remo-
vieron todas las ligaduras y se suturé el 4rea.

Los perros se dividieron al azar en dos grupos de 5
animales: El grupo A sirvié de testigo y el grupo B de
experimental,

Los firmacos a evaluar se administraron, para ambos
grupos, 10 minutos antes de la correccién de la obstruc-
cién. Al grupo A se le administré la cantidad equivalente
en volumen a la administrada de fadrmacos del grupo
experimental, de solucién salina fisiol6gica. Al grupo
B se le administré su]féxido de dimetilo en solucién al
40% a una dosis de 1 g/kg de peso vivo, 1.V. en la vena
cefélica derecha, naloxona a 0.04 mg/kg de peso vivo,
L.V. en la vena cefélica izquierda. Se evalué la sobre-
produccién de radicales libres derivados del oxigeno
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mediante l1a medicién de los trazos del ECG en derivada
II y la frecuencia cardiaca, con electrodos dobles
acoplados a un amplificador universal que a suvez fue
conectado a un fisiégrafo.* La frecuencia respiratoria
se obtuvo de los mismos electrodos. Los hallazgos
histopatolégicos se obtuvieron a partir de biopsias que
se aplicaron de la siguiente manera: Muestra 1 colec-
tada 20 minutos antes de producir la obstruccién;
muestra 2 colectada a los 100 minutos después de
creada la obstruccién; muestra 3 colectada 20 minutos
después de liberada la obstruccién; muestra 4 colectada
al momento del sacrificio del animal (72 h) o bien al
momento de la muerte del sujeto experimental, en
todos los casos excepto el final, se suturé el sitio de
donde se obtuvo la muestra.

Las biopsias se fijaron en formalina amortiguada,
se procesaron de manera rutinaria tifiéndolas con
hematoxilina y eosina. Para su valoracién se us6 un
esquema de puntuacién previamente disefiado por
Darienet al.?* siendo evaluado por tres observadores
independientes, quienes asignaron una calificacién
a cada lesi6n, 23243

Manejo posoperatorio

Durante las primeras 24 horas se administré solucién
intravenosa de lactato de Ringer a todos los perros, al
concluir ese periodo se les ofrecié dieta blanda y agua
fresca. A todos los animales se les administr6 4cido
tolfendmico a una dosis de 4 mg/kg de peso vivo cada
24 h, via 1.M., para controlar el dolor.?! Los perros se
revisaron cada 8 h durante el dfa.

Se us6 un modelo mixto de andlisis de varianza para
comparar los tratamientosy los periodos de valoracién
del proceso, posteriormente se usé una prueba de Tukey
para evaluar las diferencias en parejas. Para los resul-
tados histopatolégicos se us6 una pruebade Ji-cuadrada
(Chi®) para evaluar las frecuencias de presentacién, para
analizar el grado de lesi6n se us6 un anélisis mixto de
varianza y posteriormente una T de Tukey. Para todos
los anilisis estadisticos se establecié un limite de
confiabilidad a=.05.**

Resultados

En el Cuadro 1 se resumen las diferencias entre los
grupos, destacando tinicamente los aspectos relevantes.

Fase quirdrgica I (isquemia)

En términos generales los animales de ambos grupos
no presentaron problemas en esta fase y las constantes
fisiol6gicas no mostraron alteraciones importantes.

*  Phisiograph Six E&M Instruments Co., Houston, Texas, USA.
** Paquete computacional Microsoft Excel (versién 5, Micro-
soft Office, Microsoft Inc.).

.

Fase quirtrgica Il (reperfusion)

Se observaron diferencias en el comportamiento de
las constantes fisiolégicas entre el grupo testigo y el
experimental.

Grupo testigo

Se present6 bradipnea y taquicardia durante los
primeros 10-20 minutos de la reperfusi6n, seguido por
taquipnea y bradicardia los siguientes 20 minutos.

Grupo experimental

En este grupo los animales mostraron un patrén
estable que se caracterizé por taquicardia.

Fase pbsquirdrglca (primera etapa)

El grupo testigo mostré signos de dolor durante las
primeras 24 h, por otro lado requirieron 18 h para
reponerse de los efectos de la cirugfa, durante ese
tiempo se mostraron ap4ticos y aletargados. En el grupo
expérimental los signos de dolor fueron poco evidentes
y tardaron 12 horas en recuperarse.

Fase posquirtrgica (segunda etapa)

El grupo testigo se mostré inquieto y con dolor a la
palpacién, no mostré interés por el alimento. El grupo
experimental se mostré inquieto y a la palpacién hubo
dolor pero su reaccién fue ligera y aceptaron alimento.

Fase posquirdrgica (tercera etapa)

El grupo testigo se mostr6 deprimido aunque con
interés por el alimento. El grupo experimental mostré6
deseos de jugar.

Hallazgos a la necropsia

En el grupo testigo se observé liquido peritoneal
turbio, el asa intestinal originalmente obstruida era de
color azul, morado, friable y el contenido intestinal
oscuro y maloliente. En el grupo experimental el
intestino estaba hiperémico, el liquido peritoneal claro
o ligeramente rojizo y el intestino presenté mejor
consistencia.

Hallazgos histopatolégicos

Las lesiones observadas fueron: necrosis muscular,
infiltracién linfocitaria, edema, infiltracién por poli-
morfonucleares neutréfilos, daiio epitelial y hemorragia.

Al contraste estadistico de la frecuencia de presencia
de lesiones no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos testigo y experimental,
pero si se observaron diferencias en los diversos perio-
dos de medicién, estas diferencias fueron evidentes
cuando se contrast6 pareadamente en el tiempo basal
contra los dem4s tiempos, no asi cuando se contras-
taron las demads etapas de valoracién.



Cuadro 2 ‘
COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE LA FRECUENCIA RESPIRATORIA OBTENIDOS EN LAS DIFERENTES ETAPAS D

Constantes fisiolégicas

Sé6lo se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre la frecuencia respiratoria basal y
aquella durante el periodo quirtirgico y entre la basal y
la descrita en el periodo de reperfusién.

Se presentaron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre la frecuencia respiratoria del periodo
quirtirgico y aquella del posquirirgico, entre la frecuen-
cia respiratoria del periodo de reperfusién y la descrita
en el periodo posquirtirgico (Cuadro2).

Discusién

La mayorfa de los estudios histopatolégicos coinciden
en que los dafios mas representativos del sindrome de
reperfusién son la descamacién epitelial de las vello-
sidades, con completa destruccién de la arquitectura
de la mucosa, hallazgos que también se encontraron
en este estudio.?*?%27 Por otro lado, la mayorfa de los
autores coinciden en que un hallazgo altamente signifi-
cativo del proceso de reperfusi6n es la infiltracién por
polimorfonucleares neutréfilos,'#22262¢ ese tipo de
lesiones también se encontraron en este trabajo experi-
mental. De tal suerte, es posible suponer que el modelo
experimental ideado para este ensayo resulta atil para
lavaloraci6n de los dafios ocasionados por los radicales
libres, asf como para evaluar la utilidad terapéutica de
los farmacos propuestos como antioxidantes.

Después de la aplicacién del tratamiento propuesto
en este trabajo se observa una disminucién de las
hemorragias en las muestras del grupo experimental
respecto de lo encontrado en el testigo, esa tendencia
se mantuvo hasta el final de la prueba, aunque no de

VALORACION.

Comparaciones Diferencia t.0086,32 Rafz (2CME/r) P<0.025 Decision
BVsQ 14.395 2.799642971 4.334531751 12.0807 S{
BVsR 12.785 2.799642971 4.334531751 12.0807 S{
BVsPQ 3475 2.799642971 4.334531751 12.0807 No
QVsR ‘ 1.61 2.799642971 4334531751 12.0807 No
QVsPQ 10.92 2.799642971 4.334531751 12.0807 Sf
RVs PQ 9.31 2.799642971 4.334531751 12.0807 Si

( B= Basal, Q= Quirtirgico, R= Reperfusién y PQ= Posquirirgico )

El anlisis de varianza aplicado a los promedios de calificacién de las muestras indica que no hay diferencia estadisticamente significa-
tiva entre grupos, pero sf entre las diferentes etapas de estudio. La prueba de Tukey nos precisa que existen diferencias estadfsticamente
significativas entre la medicién basal y la etapa quirtirgica, entre la basaly la reperfusién, asf como entre el quirtirgico y el posquirtirgico,
también entre la reperfusién y el posquirtirgico respecto de las demés etapas, no asf entre las otras etapas de estudio.

manera estadisticamente significativa. Aparentemente,
la naloxona y el domoso son capaces de moderar la
aparicién de polimorfonucleares neutréfilos hacia la
zona afectada.'®® En el presente trabajo, ese dato s6lo
fue significativo con un limite de confiabilidad o= 0.10,
lo cual no es estadisticamente significativo. Esta dife-
rencia se puede deber al tamafio de la muestra y quizé
la dosis usada. Sin embargo, el tratamiento no es capaz
de controlar el edema, ya que en el grupo experimental
se observé un incremento en el nimero de muestras
enlas que se encontré esta lesién. No obstante, es dificil
hacer suposiciones sobre el comportamiento de este
pardmetro ya que se ve directamente influido por la
toma de la muestray la calidad de la ligadura efectuada
en la zona. En cuanto al dafio epitelial, la combinacién
de farmacos utilizada result6 eficaz para evitar estos
procesos, lo que coincide con informes previos, 422242
Es interesante sefialar que uno de los principales efectos
secundarios de los firmacos utilizados en el protocolo
anestésico es la depresién respiratoria.?! Esta Gltima
aumenta con la reperfusién, en virtud de que como
parte de la respuesta del organismo al estrés agudo
(estado de choque), se presenta liberacién de opioides
endégenos, principalmente B endorfinas que pueden
deprimir la funcién respiratoria en 30%.2%% La naloxo-
nabloqueé parte de estos efectos, con el beneficio consi-
guiente para los sujetos experimentales.

También se puede observar que durante el periodo
quirtirgico se produjo taquicardia, posteriormente el
pardmetro disminuyé debido, posiblemente, a que otro
de los efectos de los opioides es reducir el trabajo
cardiaco?** En este caso no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas, lo que puede deberse a
una dosis insuficiente, o a mecanismos de compen-
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sacién mas dominantes que el mecanismo de accién de
la naloxona. Estudios adicionales pueden contribuir a
resolver este punto.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que
el modelo utilizado tiene elementos clave para valorar
los efectos del sindrome de reperfusién. Adicional-
mente, la combinacién domoso-naloxona, parece ser
eficaz para atenuar los efectos de los radicales libres
sobre el tejido intestinal, como son la infiltracién por
polimorfonucleares neutréfilos y el dafio epitelial, entre
otros; la combinacién también parece eficaz para
moderar la respuesta del organismo ante los efectos del
estado de choque, empero atin se requieren estudios
adicionales para establecer la dosis més adecuada de
esta combinacién.
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