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El pretratamiento con alopurinol disminuye la
translocacion bacteriana y atenta los cambios
morfologicos de la mucosa intestinal en un modelo
de isquemia-reperfusion intestinal en ratas
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Resumen

Objetivo. Evaluar el efecto protector contra la lesion
por isquemia-reperfusion intestinal del pretratamiento
con alopurinol en ratas.

Materiales y métodos. Se llevo a cabo un experimento
controlado en animales. Un grupo de 10 ratas Wistar de
caracteristicas morfométricas comparables se mantuvo
en bioterio bajo condiciones controladas por tres dias.
A cinco animales se les administro 50 mg/kg diarios
de alopurinol por via oral durante los tres dias y, una
dosis adicional, antes de inducir isquemia intestinal por
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ligadura quiriirgica durante 60 minutos seguida de 60
minutos de reperfusion. El otro grupo de cinco ratas no
recibio el medicamento. Se hizo el andlisis histologico de
la mucosa intestinal al final del experimento por medio
de la clasificacion de Chou y se tomaron hemocultivos
de la cavidad cardiaca.

Resultados. Se encontraron hemocultivos positivos
en 20 % de los animales pretratados con alopurinol,
en comparacion con el 100 % de las ratas control
(p<0,0001). Se evidencioé lesion profunda en la mucosa
intestinal en todos los casos. La administracion previa
a la injuria de alopurinol redujo significativamente la
lesion por isquemia-reperfusion (p<0,001).

Conclusiones. La administracion de alopurinol antes de
la isquemia intestinal, reduce los cambios morfologicos
ocasionados por isquemia-reperfusion. El efecto benéfico
se demostro con el pretratamiento por tres dias.

Introduccion

La respuesta hemodinamica en situaciones de choque,
involucra tanto la liberacidon de catecolaminas como
el compromiso de la microcirculacidon esplacnica'?.
Las consecuencias fisiologicas de este “sacrificio” de
la circulacion intestinal y hepatica son complejas y se
relacionan con el reclutamiento de flujo desde el reser-
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vorio de su circulacidon venosa y con la redistribucion
a Organos prioritarios como el corazon y el cerebro®”.
Sin embargo, el precio que paga el intestino se establece
por la lesion ocasionada por isquemia y reperfusion®’,
la cual se ha asociado con el desarrollo de disfuncion
organica maltiple®?.

La falla organica multiple es la primera causa de
mortalidad en las unidades de cuidado intensivo en el
mundo entero'® y su asociacion con lo que se ha llamado
la “hipotesis™ intestinal como factor etiologico, hace
que la investigacion en este campo haya crecido en los
Gltimos afos. Los miltiples avances en la comprension
de la fisiopatologia de la disfuncién organica muestra
que en fases tempranas ocurre derivacion de flujo a la
circulacion central, acidosis'', aumento de permeabi-
lidad intestinal'>'4, alteracion de la funcion de barrera
endotelial sistémica mediada por la interaccion entre la
célula endotelial y los neutr6filos’, activacion de neu-
trofilos®!1%17, disminucion de la capacidad de deformarse
de los eritrocitos's, falla de la médula 6sea'®, disfuncion
pulmonar® y desarrollo de respuesta inflamatoria sist¢émica
que altera la funcidon inmunitaria y aumenta la liberacion
de sustancias proinflamatorias y lesivas, entre las que
se incluyen los radicales libres de oxigeno’.

En la secuencia de eventos descrita, los neutrofilos
activados en el intestino, con o sin translocacion bac-
teriana®®?!, juegan un papel fundamental en la cascada
proinflamatoria que conduce a falla organica miltiple
y, eventualmente, a la muerte®>*. Los primeros estudios
que correlacionaron la isquemia intestinal con disfuncion
de 6rganos distantes se concentraron en la demostracion
de translocacion bacteriana como el agente que conecta
los dos eventos?. Sin embargo, los estudios mas recien-
tes han documentado que la translocacion bacteriana a
través de la vena porta no es un hecho constante, de tal
manera que la atencion se desvio hacia el papel de los
ganglios y vasos linfaticos en la traduccién de un feno-
meno isquémico intestinal en uno inmunoinflamatorio
sistémico®.

Teniendo en cuenta estos hechos, consideramos
que no esta claro el mecanismo por medio del cual la
isquemia intestinal conduce a disfuncion organica dis-
tante. Hay dos factores que parecen estar involucrados:
la exportacion de sustancias proinflamatorias desde el
intestino y la translocacidn bacteriana por via linfatica
intestinal o hematica. En cuanto a las sustancias proin-
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flamatorias, se ha descartado el papel de las citocinas?®,
mientras que se ha postulado que la porcion lipidica
es la causante del dano endotelial y organico, pero no
se ha identificado una Gnica sustancia responsable del
sindrome. Con respecto a la translocacidon bacteriana,
alin no se ha establecido con certeza su relacion con la
circulacion sistémica de gérmenes??’,

Los efectos deletéreos de la isquemia/reperfusion en
diferentes 6rganos son mediados en gran medida por
radicales libres de oxigeno?®?. En el caso del intestino,
la lesion que ocurre como resultado de los procesos de
isquemia y reperfusion se ha asociado con dafio de la
barrera intestinal® y disfuncion organica maltiple*'~’,
y estos efectos se han relacionado con translocacion
bacteriana® y circulacion sistémica de neutr6filos acti-
vados en el intestino®.

Los neutrofilos involucrados en la evolucion de la
disfuncidn orgénica multiple causan lesion por dife-
rentes mecanismos, entre los cuales la liberacidon de
radicales libres de oxigeno es de especial importancia®.
Entre las vias metabolicas para la produccion de radi-
cales libres de oxigeno, se ha estudiado en profundidad
el sistema xantina oxidasa/deshidrogenasa, el cual
estad involucrado en la produccidon de hipoxantina y
acido arico a partir de xantina. Cuando el sistema se
expresa en la forma de xantina-oxidasa, se producen
radicales superoxido e hidroxilo, y cuando lo hace
en la forma de deshidrogenasa, produce peroxido de
hidrégeno. Teniendo en cuenta su papel fundamental
en la produccion de radicales libres de oxigeno por
parte de los neutrdfilos y células inflamatorias, la
inhibicidn con alopurinol del sistema xantina-oxidasa
puede tener efectos benéficos que han sido objeto de
miultiples estudios*. Dawiskiba*' describio la disminu-
cion de la actividad de xantina-oxidasa en un modelo
de ratdon después de isquemia-reperfusion intestinal;
la formacion de una barrera puede estar relacionado
con las peculiares anatomo-fisioldgicas de los acuer-
dos de las vellosidades intestinales y puede privar
a las células epiteliales de los sustratos importantes
durante y después de un periodo de hipoperfusion®.
Peto* demostrd un efecto favorable del alopurinol
sobre factores hemoreoldgicos en perros, mientras
que Ping-Guo* documentd un efecto protector del
alopurinol sobre la lesidon hepatica inducida por
isquemia-reperfusion en ratones.
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Ante este panorama que indica que la inhibicidon de
xantina oxidasa limita la lesion esplacnica por reperfu-
sion, nuestro estudio pretende estudiar especificamente
el efecto sobre los cambios morfoldgicos de la mucosa
intestinal y la translocacion bacteriana a través de lin-
faticos, ligados por la permeabilidad de la barrera, del
inhibidor de la xantina-oxidasa, el alopurinol.

Por una parte, se enfocd el experimento en el sistema
xantina-oxidasa como factor humoral responsable de la
relacion entre isquemia intestinal y disfuncion orgéanica,
por medio de su inhibicion con alopurinol. Por otra parte,
utilizando el mismo sistema xantina-oxidasa, se estudio
el efecto local del alopurinol sobre la permeabilidad
intestinal*’ y la translocacion bacteriana a la linfa y,
finalmente, a la circulacion sistémica.

Materiales y métodos
Diseiio del estudio

Es un experimento controlado en animales. El protocolo
de investigacion fue elaborado teniendo en cuenta la
normatividad y las recomendaciones sobre el manejo
de animales de laboratorio*, y recibid aprobacion por
parte del comité de bioética de la Facultad de Ciencias
de la Salud de la Universidad de Boyaca.

Sujetos e intervencion

Se estudiaron 10 ratas Wistar machos de siete semanas
de vida con caracterfsticas que se muestran en la tabla
1. Los animales se dividieron en dos grupos. Ambos
fueron alimentados por tres dias ad libitum con agua 'y
concentrado, y se mantuvieron en un ciclo dia/noche de
12 horas. El primer grupo fue pretratado con 50 mg/kg
diarios de alopurinol por via oral durante tres dias y una
hora antes del procedimiento quirfirgico. Ambos grupos
se sometieron a laparotomia bajo induccidn anestésica
por inhalacion de éter y mantenimiento con sevoflurano
y oxigeno en circuito semiabierto y 5 mg/kg de ketamina
intramuscular. Posteriormente, se practico la laparotomia
con diseccidn de arteria mesentérica superior y ligadura
reversible con banda de caucho, por un periodo de 60
minutos. El segmento sometido a isquemia fue el fleon
terminal. luego se liber6 la ligadura y 60 minutos después
se resecO el segmento intestinal sometido a isquemia/re-
perfusion y otro segmento control no isquémico. Se tomo
muestra de sangre de la auricula para el procesamiento
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de hemocultivos y la pieza anatdomica de intestino se
envio a andlisis histoldgico al laboratorio de patologia.
Al terminar el procedimiento, se llevo a cabo eutanasia
con cloruro de potasio en dosis letal. Las figuras 1 y 2
muestran imagenes del modelo desarrollado.

Variables de resultado

Se tomaron, como variables primarias, el nimero de
unidades formadoras de colonias en hemocultivos y
los cambios histoldgicos de la mucosa intestinal segtin
la escala de Chiu'. Segtin el autor, los cinco grados de
lesion de menor a mayor gravedad son los siguientes:
grado 0, vellosidad mucosa normal; grado 1, desarrollo
del espacio subepitelial de Gruenhagen, usualmente
en el apex de la vellosidad, a menudo con congestion
capilar; grado 2, extension del espacio subepitelial con
levantamiento moderado de la capa epitelial a partir de
la 14mina propia; grado 3, levantamiento epitelial masivo

~1

Y 8\
Ficura 1. Diseccion intestinal

FiGura 2. Ligadura de la arteria mesentérica
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a los lados de la vellosidad, con algiin desnudamiento
apical; grado 4, desnudamiento de la vellosidad con
exposicion de lamina propia y capilares dilatados (se
puede ver aumento de celularidad en la lamina propia), y
grado 5, digestion y desintegracion de la lamina propia,
con hemorragia y ulceracion.

Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre los grupos fueron
evaluadas por medio de la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney.

Resultados

No se encontraron diferencias entre los grupos segiin las
caracteristicas antropométricas (tabla 1). La superficie
corporal se calculd segiin la formula*? SC=k x peso?>.

Los resultados de los hemocultivos tomados
en cada una de las ratas de ambos grupos se muestran
en la tabla 2.

TaBLA 1
Distribucion de variables morfométricas en los
grupos de alopurinol y de control

Grupo n Peso (g) Superficie corporal
Alopurinol 5 318+40 0,46+0,046
Control 5 309+46 0,45+0,045
TaBLA 2

Resultados de hemocultivos de los grupos de
alopurinol y control

Grupo de alopurinol Grupo control

,R ata Resultado }{ata Resultado
nimero namero
1 Negativo 6 Pseudomonas
aeruginosa
2 Pseudom onas 7 Proteus mirabilis
aeruginosa
3 Negativo 8 Escherichia coli
4 Negativo 9 Enterococcus
cloacae
5 Negativo 10 Escherichia coli
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TaBLA 3
Resultados de analisis histologico de mucosa
intestinal en grupos de alopurinol y control

Grupo de alopurinol Grupo control

Rata Grado , Grado
, RPN Rata namero R
nimero histologico histologico

1 3 6 2

2 2 7 4

3 2 8 5

4 1 9 3

5 2 10 3

Los hemocultivos fueron positivos en 20 % de los
animales pretratados con alopurinol, en comparacion
con el 100 % de las ratas control. La diferencia fue
estadisticamente significativa (p<0,0001).

La tabla 3 muestra los resultados observados en la
evaluacion microscopica de la mucosa intestinal de
acuerdo con la clasificacion de Chiu®. Se evidenciod un
promedio de grado histologico de 2 después del periodo
de isquemia y reperfusion para el grupo de alopurinol,
en comparacion con 3,4 3 y 4 en el grupo control.

Los resultados revelaron que los periodos de 60
minutos de isquemia y 60 minutos de reperfusion,
producen lesion profunda en la mucosa intestinal. La
administracion previa a la injuria de alopurinol redujo
significativamente la lesién por isquemia-reperfusion
(p<0,001).

Discusion

Los procesos de isquemia intestinal relacionados con
bajo gasto cardiaco guardan relacion con el gasto cardiaco
global*’ y se entienden a la luz del compromiso de la
microcirculacion. Hasta hace dos décadas, la reperfusion
que seguia a los procesos de isquemia se consideraba
simplemente la reversion de la situacion de bajo flujo. El
trabajo de Parks demostrd que el dafio morfologico de la
mucosa intestinal era peor tras un periodo de tres horas
de isquemia y una hora de reperfusion, que después de
cuatro horas de isquemia*. Granger y Parks responsabi-
lizaron a los radicales libres de oxigeno como causantes
de la injuria por reperfusion. McCord fue el primero en
postular la capacidad de la xantina-oxidasa para generar
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radicales libres de oxigeno # y afirm6 que el detonante
para la produccion de radicales libres era dicha enzima.
La xantina-oxidasa se deriva de la xantina deshidrogenasa
en condiciones de bajo aporte de oxigeno®. Esta teoria
es aceptada alin en la actualidad, a pesar de haber sido
propuesta hace mas de 20 afos?314,

El papel de la xantina-oxidasa en el proceso de
isquemia-reperfusion sdlo puede ser demostrado de
manera indirecta, como a través de la observacion de
un aumento de radicales libres de oxigeno durante la
reperfusion intestinal®>°. De otra parte, la administracion
de enzimas antioxidantes ha logrado limitar la lesion por
reperfusion®”*%. En numerosos estudios se ha demostrado
la capacidad del alopurinol (inhibidor de xantina-oxidasa)
para limitar la lesidn por isquemia-reperfusion en el
intestino y en otros tejidos**®. Nuestro experimento
demostr6 una gran efectividad en la proteccion contra el
daho morfoldgico por parte del alopurinol. Esto confirma
el papel protagdnico que juega la xantina-oxidasa en la
lesion por reperfusion intestinal. Nuestros resultados
contrastan con los de Nalini, quien encontrd que, a pesar
de una disminucion de la actividad de xantina-oxidasa en
80 % con una dieta rica en tungsteno y libre de molibdeno,
no hubo efecto sobre la lesion por isquemia-reperfusion’.
De manera interesante, Garcia encontr6 que cuando un
grupo de ratas pretratadas con alopurinol por un dia, se
compara con otro pretratado por una hora antes de la
isquemia, el grado de lesion se limita solamente en el
primer caso, y la proteccion fue atribuible a los niveles
intestinales del medicamento y no a la inhibicion de la
xantina-oxidasa®'. A la luz de esos hallazgos, nuestros
resultados protectores del alopurinol podrian haber
ocurrido por mecanismos ain no dilucidados.

Este estudio tiene alguna limitacion en cuanto
a su capacidad de generalizar, pues ha demostrado
proteccion del alopurinol sobre la lesidon por isquemia-
reperfusion cuando se administra antes del inicio de la
injuria isquémica. Se puede decir que, en la practica,
salvo en situaciones especificas como la reparacion de
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aneurisma de aorta abdominal, los pacientes reciben
atencion cuando el dafo isquémico se ha instaurado,
lo que restarfa importancia a nuestros hallazgos. Esta
misma preocupacion ha sido evidenciada por Horne
en un estudio que empled diferentes estrategias para
disminuir el estrés oxidativo®. Sin embargo, Dawiskiba
encontrd que, cuando se administra alopurinol durante
la isquemia intestinal, conserva sus propiedades protec-
toras®. Esto se puede deber a propiedades del medica-
mento muy ocasionalmente mencionadas en la literatura
cientifica. Su efecto mas importante es la proteccidon de
los depositos celulares de fuentes de energia mediante
la inhibicion de xantina-oxidorredutasas®®®’, lo que se
traduce en preservacion de la relacion aporte-consumo
de oxigeno durante la isquemia y, por ende, reduccion
en la generacion de radicales libres de oxigeno durante
la reperfusion®®.

Por Gltimo, este estudio tiene una muestra pequefia de
animales, lo que limitaria la validez de los hallazgos. Sin
embargo, las diferencias halladas fueron tan contunden-
tes, que es facil predecir que en una muestra de mayor
tamano, los resultados no cambiarian. Por el disefio del
estudio, tampoco se puede evaluar la superviviencia de
los animales para cada grupo. A pesar de su simplici-
dad, nuestro experimento permite sacar conclusiones
acerca de los efectos del alopurinol sobre la isquemia y
la reperfusion intestinales. Aunque el mecanismo para
la proteccion del alopurinol no se ha esclarecido en su
totalidad, su papel protector en modelos animales se
ha demostrado. El empleo de alopurinol en isquemia
intestinal en humanos debe ser evaluado, especialmente,
en casos en que la isquemia se puede anticipar.

En conclusidn, la administracion de alopurinol an-
tes del dafio isquémico intestinal, reduce los cambios
morfoldgicos ocasionados por isquemia-reperfusion.
El efecto benéfico se demostrd con el pretratamiento
durante tres dfas. Si el efecto protector del farmaco se
debe exclusivamente a inhibicidn de la xantina-oxidasa,
sigue siendo motivo de controversia.
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Pretreatment with allopurinol reduces bacterial translocation and ameliorates the morphological
changes of the intestinal mucosa in an intestinal ischemia-reperfusion rat model

Abstract

Objective: To evaluate the protective effect of pretreatment with allopurinol in an intestinal ischemia-reperfusion
injury rat model.

Materials and methods: A controlled animal trial was conducted; 10 Wistar rats were kept under controlled conditions
for three days. One group (n=35) received allopurinol 50 mg/kg per day for the 3-day period and an additional dose
immediately prior to surgical mesenteric artery clamping (60 minutes) and reperfusion (60 minutes). The other
group (n=>5) did not receive the medication. Hystologic analysis of intestinal mucosa by means of Chou grading
system was performed, and blood cultures from the heart were withdrawn.

Results: Positive blood cultures were found in 20% of the allopurinol group as compared with 100% in the control
group (p<0.0001). Deep mucosal lesion was evidence in all cases. Allopurinol pretreatment reduced significantly
the ischemia-reperfusion injury (p<0.001).

Conclusions: Allopurinol administration prior to intestinal ischemia ameliorated morphologic changes related to the
ischemia-reperfusion process. The beneficial effect of allopurinol was demonstrated with pretreatment for three days.

Key words: allopurinol; ischemia; reperfusion injury; free radicals; bacterial translocation.
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