REV COLOMB ANESTESIOL.2017;45(4):280-290

Revista Colombiana de Anestesiologia
Colombian Journal of Anesthesiology

www.revcolanest.com.co

Investigacion cientifica y tecnolégica

Solucion salina hiperténica para modificar la @CMk
lesion tisular por isquemia/reperfusion: modelo
porcino de oclusion de aorta

Bibiana Escobar®*, Oscar Alexander Guevara-Cruz®, José Ricardo Navarro-Vargas©,
Andpreés Felipe Giraldo-Fajardo©, Jorge Alberto Dumar-Rodriguez®

y Crystian Borrero-Cortés*

@ Unidad de Anestesiologia, Departamento de Cirugia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogotad D.C., Colombia
b Instituto de Investigaciones Clinicas, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogotd D.C., Colombia

¢ Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional de Colombia, Bogotd D.C., Colombia
d Estudiante posgrado, Especializacién en Anestesiologia y Reanimacién, Universidad Nacional de Colombia, Bogotd D.C., Colombia

INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Introduccién: La disminucién del flujo sanguineo altera el endotelio, cambia la relacién 6xido
Recibido el 11 de julio de 2016 nitrico/endotelina-1, estrecha capilares y produce disfuncién microcirculatoria. La anoxia
Aceptado el 30 de junio de 2017 secundaria lleva a desacople energético mitocondrial, deplecién de adenosin-trifosfato y
On-line el 18 de septiembre de 2017 alteracién de la homeostasis intracelular de hidrégeno, sodio y calcio. Si el flujo se rea-
nuda, la reperfusién estimula la expresién endotelial de moléculas de adhesién que atraen
Palabras clave: polimorfonucleares y plaquetas, con infiltracién subendotelial de estas células y su atrapa-
Solucién salina hiperténica miento en la microvasculatura, asi como vasoconstriccién, edema endotelial y disminucién
Contraccién miocardica de la flexibilidad de la membrana celular. La isquemia/reperfusién puede derivar en infla-
Isquemia macién y fallo organico.
Voltmen sistélico Objetivo: Determinar si la solucién salina hiperténica disminuye la lesién isque-
Perfusién mia/reperfusién en higado, rifidn e ileon.

Materiales y métodos: Estudio experimental en cerdos. Supresién del flujo sanguineo aértico
(15 min) y reperfusién (60 min). E1 grupo experimental recibié pretratamiento con solucién
salina hiperténica al 7,5% y el grupo control solucién salina normal al 0,9%. Se realizaron
mediciones hemodindmicas, gasométricas, bioquimicas y determinacién sérica y tisular de
ET-1, TNF-alfa, IL-10, IL-2.

Resultados: No hubo diferencias significativas en la expresién tisular de ET-1, TNF-alfa, IL-10,
IL-2 entre los grupos. Los grupos presentaron un comportamiento hemodindmico similar.
El grupo tratado con hiperténica exhibié un indice sistélico post-reperfusién que aumentd
hasta los valores basales, mientras que el indice sistélico del grupo control present6 una
caida significativa (p=0,015).
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Conclusién: La solucién hiperténica antes del insulto isquémico mejora la funcién ventricular
después de la reperfusion.
© 2017 Sociedad Colombiana de Anestesiologia y Reanimacién. Publicado por Elsevier
Espafa, S.L.U. Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Hypertonic saline solution for modifying tissue ischemia/reperfusion
injury: Porcine aortic occlusion model

ABSTRACT

Introduction: Decreased blood flow disrupts the endothelium, changes the nitric
oxide/endothelin-1 ratio, narrows the capillaries and results in microcirculatory dys-
function. Secondary anoxia leads to mitochondrial energy imbalance, depletion of
adenosine-triphosphate and disruption of the intracellular hydrogen, sodium and calcium
homeostasis. If the flow is restored, the reperfusion stimulates the endothelial expression
of adhesion molecules attracting polymorphic nucleotides and platelets, with sub endot-
helial infiltration of these cells and their entrapment in the microvasculature, as well as
vasoconstriction, endothelial edema and reduced flexibility of the cellular membrane. Ische-
mia/reperfusion may result in inflammation and organ failure.
Objective: To determine whether hypertonic saline solution reduces the ische-
mic/reperfusion injury in the liver, the kidney, and the ileum.
Materials and methods: Experimental trial in pigs. Aortic blood flow suppression (15 min) and
reperfusion (60 min). The experimental group was pretreated with 7.5% hypertonic saline
and the control group received normal 0.9% saline solution. Hemodynamic, gasometric, and
biochemical measurements were taken, and the serum and tissue levels of ET-1, TNF-alpha,
IL-10, and IL-2 were determined.
Results: There were no significant differences in the tissue expression of ET-1, TNF-alpha,
IL-10, and IL-2 between the two groups. The hemodynamic behavior was similar in both
groups. The group treated with hypertonic solution showed an increasing post-perfusion
systolic rate up to the basal values, while the systolic rate in the control group dropped
significantly (P=.015).
Conclusion: Hypertonic solution prior to the ischemic insult improves the ventricular func-
tion after reperfusion.
© 2017 Sociedad Colombiana de Anestesiologia y Reanimacién. Published by Elsevier
Espana, S.L.U. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

1, contribuye al estrechamiento de la luz de los capilares y
a la disfuncién microcirculatoria. El estrechamiento de los
capilares conlleva la acumulacién de los neutréfilos (PMN)

Se han propuesto diversos modelos para explicar los meca-
nismos de lesién tisular secundaria a la isquemia y a la
reperfusién'~/. En el contexto de la isquemia se ha demos-
trado que a nivel tisular las variaciones del flujo pulsatil sobre
el arterial wall shear stress trastornan el microambiente celular,
alterando el balance entre las concentraciones de endotelina-
1 (ET-1)/6xido nitrico (NO)/prostaciclina, lentificando el flujo
sanguineo hasta limites de no reflujo y favoreciendo la con-
currencia de los eritrocitos, llevando finalmente a la supresién
del aporte de oxigeno y glucosa a la célula’®. La respuesta
celular a la anoxia®'® involucra el desacople energético de
la mitocondria, la deplecién de adenosin-trifosfato (ATP) y
las alteraciones de la homeostasis de los iones hidrégeno
(H+), sodio (Na+) y calcio (Ca+2); estos eventos activan enzi-
mas proteoliticas y deterioran la capacidad de regulacién del
volumen celular (edema celular), afectando especificamente
a las células endoteliales y a los macréfagos. Este fenémeno,
aunado al cambio de la relacién en la produccién de NO/ET-

y, concomitantemente, la activacién de los macréfagos esti-
mula la liberacién de especies de oxigeno reactivo (ROS). Las
ROS también son liberadas por la via mitocondrial o la via
de la xantina/xantina oxidasa (X/XO) de las células endote-
liales y por la accién de citoquinas inflamatorias, incluyendo
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-) e interleucinas (IL)*.
Las citoquinas inducen la expresién en el endotelio de molé-
culas de adhesién (intracellular adhesion molecule1 [ICAM] y
vascular endotelial cell adhesion molecule [VCAM]) y las qui-
miocinas producen la activacién y el reclutamiento de los
PMN. La IL-1 y el TNF-alfa reclutan y activan a los linfoci-
tos T CD4+, los cuales producen factor estimulante de colonias
granulocito-macréfagos (GM-CSF), interferén-gamma (IFN-v)
y TNF-B.

No obstante, la lesién tisular empeora cuando es restituido
el flujo sanguineo y hay un aporte de cantidades importantes
de oxigeno. Estudios de perfusién postisquémica demuestran
que una de las sustancias mas involucradas en los cambios de
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la microcirculacién de los 6rganos es la ET-1; juegan también
un papel preponderante las ROS, en especial las mediadas por
la via de la X/XO, siendo significativa la contribucién de ROS
derivadas de los PMN y de los macréfagos. Factores como el
tiempo de isquemia y la temperatura durante la misma modi-
fican la via de produccién de ROS™.

La activacion del endotelio por estimulos mecéanicos desen-
cadena una respuesta quimica mediada inicialmente por NO
y ET-1; la produccién de NO no siempre estd asociada a un pro-
ceso benéfico de vasodilatacion. De hecho, cantidades de NO
liberadas bajo la accién de la 6xido nitrico sintetasa induci-
ble (INOS) pueden ser lesivas, pues su liberacién es tardia y al
combinarse con el anién superéxido favorecen la produccién
de peroxinitrito, que actia como un poderoso oxidante®!?.

La lesién I/R sobre el endotelio estimula la expresién de
moléculas de adhesién que interactian con los PMN vy las
plaquetas, permitiendo la infiltracién subendotelial de los pri-
meros, asi como su atrapamiento en la microvasculatura,
facilitado por la vasoconstriccién, el edema endotelial y la
disminucién de la flexibilidad de la membrana celular. Se favo-
rece también la activacién de las diferentes subpoblaciones
de linfocitos T por accién del complemento'®. Los mecanis-
mos de dano de los PMN incluyen la liberacién de ROS
luego de la explosién respiratoria del sistema nicotinamida-
adenina-dinucleétido-fosfato (NADPH) oxidasa, la liberacién
de enzimas proteoliticas, la estimulacién de liberacién de
citoquinas de las células endoteliales reclutando mas PMN
y el taponamiento de los capilares, lo que empeora el no
reflujo’. Adicionalmente, la hipoxia altera la capacidad de
los mecanismos adaptativos intracelulares para el manteni-
miento del volumen celular. El volumen celular se mantiene
por eventos de senalizacién intracelular, como cambios en
el potencial transmembrana, en la composicién de los iones
intracelulares, en las cascadas de los segundos mensajeros,
fosforilacién de diferentes proteinas, expresiéon de ciertos
genes y apoptosis®!%1>16, Dicho proceso es fundamental tanto
para la funcién de los eritrocitos como para la transferencia
epitelial, la regulacién del metabolismo, la liberacién hormo-
nal y la contraccién, migracién y proliferacién celular, siendo
todos estos mecanismos implicados en la tolerancia a la hipo-
xia y en la reparacién tisular.

La solucién salina hiperténica (SSH) al 7,5% ha sido
utilizada en clinica humana en reanimacién por choque
hemorragico y como terapia de segunda linea en hipertensién
intracraneana; y se han diseniado experimentos con animales
en modelos de isquemia en corazén, riién, pulmoén, higado
e intestino. Su mecanismo de accién implica la optimiza-
cién répida del volumen intravascular y de la contractilidad
miocdardica, y adicionalmente el mantenimiento de la dila-
taciéon de las arteriolas terminales y del flujo, evitando el
«apelotonamiento» de eritrocitos y leucocitos-?°. También
mantiene el volumen celular corrigiendo el edema de la célula
endotelial y del eritrocito, disminuyendo la adhesién de PMN
al endotelio, y la inflamacién?>?2,

El presente trabajo plantea como hipdtesis que la SSH
infundida antes del periodo de isquemia disminuye el impacto
sistémico y tisular de la lesién I/R. El objetivo del estudio es
determinar el comportamiento hemodinamico, asi como la
expresion sérica y tisular de mediadores de inflamacién con
el uso de SSH.

Diseno experimental

Con la aprobacién de los Comités de Etica de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, y de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional de Colombia, se realiz6 un estudio
experimental aleatorizado en cerdos. Bajo anestesia general,
los animales fueron intervenidos con un modelo de supresién
del flujo sanguineo, en el cual se realizé oclusién extrinseca de
la aorta por encima del tronco celiaco durante 15 min, luego de
los cuales se procedié a la restauracién del flujo. La valoracién
de la lesién por reperfusiéon se realizé a los 60 min del retiro
de la oclusién de la aorta (fig. 1).

Animales

Se utilizaron 14 cerdos de linea terminal en cruces hibridos de
razas (Tecniagro X G&P X Landtrace), previa solicitud para pro-
gramacién de camadas y trdmite de guia de movilizacién para
su trasporte. La linea Tecniagro tiene en su conformacién ani-
males de la linea Large White X Pietran. Los animales portaban
chapeta de vacunacién y estaban desparasitados. Estos proce-
dimientos se llevaron a cabo cumpliendo las guias y normas
del Instituto Colombiano Agropecuario. Se utilizaron cerdos
de 20 a 25kg de peso procedentes del Centro Agropecuario
Marengo, de la Sede Bogotd de la Universidad Nacional de
Colombia.

Asignacion de los grupos

Los animales fueron asignados a uno de dos grupos utili-
zando un método de aleatorizacién simple con ocultamiento
de la asignacién mediante la utilizacién de sobres opacos. Los
investigadores que realizaron las mediciones de los desenla-
ces clinicos y paraclinicos estuvieron ciegos a la asignacién.
Los grupos fueron:

e Grupo Hiperténica [GH] (n=7): recibieron SSH al 7,5% en
dosis de 4 ml/kg de peso, 10 min antes de la oclusién aértica.

e Grupo Control [GC] (n =7): recibieron solucién salina normal
(SSN) al 0,9% en dosis de 4 ml/kg de peso, 10 min antes de la
oclusién adrtica.

Manejo anestésico y quiriirgico

Los animales se ingresaron y estabularon 24 a 36h antes
del procedimiento; permanecieron en las instalaciones de la
facultad de veterinaria con libre acceso a agua y a alimento.
Durante las 12 h previas a la cirugia tuvieron acceso solamente
a agua y cumplieron ayuno para pienso. Se premedicaron con
azaperona (presentacién 40 mg/ml) intramuscular en dosis de
2mg/kg, 30 min antes de la induccién anestésica. Al ingreso
a quiréfano fueron pesados y tallados. Se realizé induccién
inhalatoria con isofluorano, canalizacién venosa periférica en
pabellén auricular con catéter venoso periférico nim. 18G y
mantenimiento con SSN al 0,9%. Para manejo de via aérea se
administré tiopental sédico i.v. (10 mg/kg), intubacién orotra-
queal con tubo num. 6,5F, fijacién del tubo y acomodacién
de los animales en decubito supino, ventilacién mecanica
con maquina de anestesia (volumen corriente: 10ml/kg y
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Figura 1 - Esquema del procedimiento experimental.
Fuente: autores.

frecuencia respiratoria: 16/min), monitorizacién basica con
oximetria de pulso y cardiovisoscopio continuo. La anestesia
se mantuvo con isofluorano inhalado a 1%, citrato de fentanilo
(5 pg/kg/h iv), bromuro de vecuronio (0,2mg/kg i.v. cada 2h)
y fluidos intravenosos (SSN 0,9% a 5 ml/kg/h).

Bajo anestesia general y previa inmovilizacién de las cuatro
extremidades, con los animales en decubito supino, se rea-
liz6 incisién cervical oblicua anterolateral derecha, seccién del
musculo platisma y retraccién lateral del musculo esternoce-
falico. Se disec6 hasta encontrar la vena yugular interna y la
arteria carétida comun, para posteriores reparos con seda 0.
Se hizo ligadura distal de la vena yugular interna, venotomia
e introduccién de catéter de Swan Ganz, con verificaciéon de la
localizacién de su extremo en la arteria pulmonar mediante la
monitoria de presiones. En la arteria carétida comun se hizo
diseccioén, ligadura distal e introduccién de catéter de monito-
ria de presién arterial. Posteriormente se realizé laparotomia
mediana, diseccién de la aorta infradiafragmatica, 1cm por
debajo del hiato del diafragma, reparo con hiladillo, prepa-
rando torniquete de Rummel. Al finalizar el procedimiento
se tomaron biopsias del higado (reseccién en cuna del 16bulo
medial derecho de 3 x 2 cm), del rifién izquierdo (polo inferior
de 2 x 1cm) y del intestino delgado-ileon distal (segmento de
4 cm de longitud, previa ligadura de los vasos del mesenterio).

Intervencion

Luego del procedimiento anestésico y quirdrgico previamente
descrito, se permitié la estabilizacién del animal durante
30min. Posteriormente fueron entregadas al investigador
encargado del procedimiento anestésico jeringas sin mar-
car de 20ml con la solucién para infundir que habian sido

preparadas por el auxiliar de investigacién, seglin la instruc-
cién de cada sobre sellado para cada animal.

e Grupo Hiperténica (GH): se infundieron durante 10min
4ml/kg de SSH al 7,5%. Al final de la infusién se realiz6 oclu-
sién adértica durante 15min, luego de los cuales se liber6 la
oclusién, dando paso a un periodo de 60 min de reperfusion.

e Grupo Control (GC): se infundieron durante 10 min 4 ml/kg
de SSN al 0,9%. Al final de la infusién se realizd oclusién adr-
tica durante 15 min, luego de los cuales se liber6 la oclusién,
dando paso a un periodo de 60 min de reperfusién.

Mediciones

e Variables hemodinamicas medidas: frecuencia cardiaca
(FC), presién arterial sistdlica (PAS), presion arterial diasté-
lica (PAD), presién arterial media (PAM), presién pulmonar
sistélica (PPS), presién pulmonar diastélica (PPD), presiéon
pulmonar media (PPM), presién auricula derecha (PAD), pre-
sién capilar pulmonar (PCP) y gasto cardiaco (GC).

e Variables hemodindmicas calculadas: indice cardiaco (IC),
indice de resistencia vascular pulmonar (IRVP) y sistémica
(IRVS), indice de trabajo ventricular izquierdo (ITVI) y dere-
cho (ITVD).

o Variables gasométricas: presién arterial de O, (PaOy), pre-
sién arterial de CO, (PaCO,), pH arterial (pH art), saturacién
arterial de O, (Sata0O,), exceso de base arterial (BE art), con-
centracién de lactato arterial (Lactato art), presiéon venosa
de Oy (PvOy), presién venosa de CO, (PvCO,), pH venoso
(pHven), saturacién venosa de O, (SatvO;), exceso de base
venoso (BE ven), Pa0,/FiO,, tasa de extraccién de O (ExtOy).

e Hemoglobina, hematocrito.
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e Quimica sanguinea: glucemia, BUN, creatinina, transami-
nasas (AST, ALT), sodio (Na+), potasio (K+), calcio (Ca+2).

o Biologia molecular: determinaciéon sérica de niveles de
TNF-a e IL-2 (citoquinas inflamatorias), IL-10 (citoquina
antiinflamatoria), ET-1 (marcadores de lesién endotelial)
en suero o plasma por técnica de Enzyme-Linked-Immuno-
Sorbent-Assay (ELISA).

e Deteccidn de la expresién de proteinas mediante inmuno-
histoquimica para TNF-a (citoquinas inflamatorias) e IL-10
(citoquina antiinflamatoria) en tejido de higado, rinén e
ileon.

o Determinacién histolégica (mediante hematoxilina/eosina
[HE] en intestino, higado y rinén) de lesién por isque-
mia/reperfusién. Se analiz6 el grado de congestién y
hemorragia, edema y la presencia de dehiscencia interce-
lular, necrosis, apoptosis.

Tiempos de recoleccién de datos

e TO. Estado basal: luego de la induccién anestésica y una
vez cumplidos los 30 min de estabilizacién del animal. Se
registraron variables hemodinamicas y se tomaron mues-
tras sanguineas para gases arteriales y venosos, quimica
sanguinea y biologia molecular.

e T1. Al finalizar la infusién de SSN o de SSH (10 min): previo
a la oclusién de la aorta. Se registraron variables hemo-
dindmicas y se tomaron muestras sanguineas para gases
arteriales y venosos, quimica sanguinea y biologia molecu-
lar.

o T2.Luego de 15min de oclusién adrtica: antes de retirar los
oclusores de la aorta se registraron variables hemodindmi-
cas y se tomaron muestras sanguineas para gases arteriales
y venosos, quimica sanguinea y biologia molecular.

e T3. Luego de 60 min post-reperfusién: se registraron varia-
bles hemodindmicas y se tomaron muestras sanguineas
para gases arteriales y venosos, quimica sanguinea y bio-
logia molecular. Con posterior toma de biopsias de higado,
rinén e ileon.

Protocolo de toma de muestras

Muestras sanguineas

e Gases arteriales: del catéter monolumen insertado en la
arteria carétida.

e Gases venosos: de la via proximal del catéter de arteria pul-
monar.

e Quimica sanguinea y biologia molecular: a través de la via
proximal del catéter de arteria pulmonar se obtuvieron
muestras en plasma y en suero.

Todas las muestras, debidamente rotuladas y embaladas
segin protocolo del experimento, se enviaron para proce-
samiento al Laboratorio Clinico de la Facultad de Medicina
Veterinaria y al Laboratorio de Ciencias Fisiolégicas de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional.

Muestras de tejidos

Para evitar sangrado que comprometiera hemodinamica-
mente al animal durante la toma de muestras de tejido, se
obedecio el siguiente orden:

¢ Biopsiadelileon en cuiia del borde antimesentérico: a 30 cm
de la unién ileocecal se realiz6 pinzamiento del intestino
proximal y distal con clamps atraumaticos en un segmento
de 10cm, evitando tomar el mesenterio con el clamp. Del
borde antimesentérico se tomé una biopsia en cuna con bis-
turi, con una base de 3cm y con el vértice a 5mm del borde
mesentérico. Luego se suturd el intestino en un plano con
polipropileno 4-0.

¢ Biopsia en cuna del borde libre del higado: Corte con bisturi
frio, base de 5cm y vértice de 1cm. Se realizé hemostasia
con punto de polipropileno 4-0.

¢ Biopsia en cufa de la corteza renal: corte con bisturi frio,
base de 5cm y vértice de 1cm, verificando macroscépica-
mente la inclusién de la totalidad de la corteza en el corte.

Todos los fragmentos de tejido de 0,3 cm? de cada érgano
biopsiado (ileon, higado y rifién) se depositaron en frascos no
estériles con formaldehido al 10% para envio al Laboratorio de
Patologia de la Facultad de Medicina.

Eutanasia

Luego de finalizado el protocolo, manteniendo al animal bajo
anestesia general, se administraron 40 miliequivalentes de
cloruro de potasio en bolo sin diluir por la via distal del catéter
de arteria pulmonar. Cuando desapareci6 la actividad car-
diaca, se suspendié el manejo anestésico. Cada animal fue
dispuesto en doble bolsa de residuos animales del laborato-
rio de experimentacién y se llevé al congelador para posterior
recoleccién por los encargados del manejo de los desechos
hospitalarios.

Analisis estadistico

Los datos de las variables continuas se expresaron con media,
desviacién estandar y rangos; los datos de las variables categd-
ricas se expresaron como numeros y porcentajes. Las variables
cuantitativas fueron comparadas con t de Student y las cua-
litativas con chi cuadrado o test de Fisher. Para las variables
de distribucién no normal se utilizé la U de Mann-Whitney.
Se consider6 un valor de p <0,05. El andlisis estadistico fue
realizado con el programa STATA 10.1 (STATA Corp LP).

Resultados

Las mediciones de los cambios hemodinamicos a lo largo del
experimento no presentaron diferencias significativas entre
los grupos (tabla 1).

Durante la oclusién de la aorta (T2) se produjeron incre-
mentos significativos, respecto de los valores basales en cada
grupo, en la frecuencia cardiaca (p =0,0023 GH, p=0,0004 GC),
la presién arterial media sistémica (p = 0,0005 GH, p = 0,003 GC)
y la resistencia vascular sistémica (p=0,009 GH, p=0,04 GC).
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Tabla 1 - Comportamiento hemodinamico a lo largo del experimento

Grupo Hiperténica (GH) (n=7) Grupo Control (GC) (n=7) )
Frecuencia cardiaca TO 8448 92410 0,125
(FC), latidos/min T1 91+10 8447 0,216
T2 181+51" 153+40" 0,295
T3 123+19 131423 0,549
fndice de resistencia TO 979 +480 853+130 0,516
vascular T1 906 + 449 835+ 334 0,740
sistémica(IRVS), T2 1.821+479" 1.599 4862 0,588
dinas-s-cm®/m? T3 1.033+923 6244247 0,282
fndice de trabajo TO 35+10 34+10 0,918
ventricular izquierdo T1 30+£19 3047 0,985
(ITVvI), g.m/m2 T2 52+20 60+37 0,640
T3 18+9 1546 0,595
fndice sistélico (IS), TO 55+14 53+9 0,767
ml/latido/m? T1 51+21 58 +19 0,533
T2 35+13 42+15 0,421
T3 43422 38+9 0,600

Datos reportados como media + desviacién estandar, intervalo de confianza de 95%.

* p<0,05 con relacién a valores basales dentro de cada grupo.
** p<0,01 con relacién a valores basales dentro de cada grupo.
*** p<0,001 con relacién a valores basales dentro de cada grupo.

Fuente: autores.

Con la subsecuente reperfusién (T3), ambos grupos mostra-
ron disminucién de la resistencia vascular sistémica. El grupo
tratado con SSH presentdé una caida de los valores de IRVS
que quedaron cercanos a los basales. Para el grupo control, la
caida en el IRVS llegé a valores significativamente mas bajos
que los medidos basalmente (p=0,049). En la reperfusién, los
valores de trabajo ventricular izquierdo disminuyeron signi-
ficativamente (p=0,019 GH, p=0,002 GC) con respecto a los
valores basales en ambos grupos. En este periodo, el indice
sistélico (IS) como variable de contractilidad se incrementa
en el grupo tratado con SSH. En el grupo control (GC) el IS
disminuye, cayendo a valores significativamente més bajos
(p=0,015) con relacién al basal.

En los anadlisis de gasometria sanguinea, el pH arterial pre-
sento variaciones que se tornaron en diferencias significativas
entre los grupos con la reperfusién (T3), momento en el cual
el grupo control presenté acidosis con una disminucién signi-
ficativa del pH arterial (fig. 2A).

Con relacién a los demas pardmetros de gasometria san-
guinea, el comportamiento de los grupos fue similar.

A Valores de pHarterial en cada tiempo por grupo.

7.61
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= Grupo hiperténica
L 7.44
*
72 T T T T 1

To Ty T, Ts
Tiempos

Particularmente, los valores de lactato sérico disminuye-
ron con la infusién intravenosa de fluido (solucién hiperténica
[GH] o solucién salina normal [GC]) en T1 en los dos grupos,
para luego presentar aumento sostenido con valores signifi-
cativamente superiores en comparacién con T1 (T2: p=0,006
GH, p=0,001 GC; T3: p=0,002 GH, p=0,003 GC) (fig. 2B).

En cuanto al comportamiento de los electrélitos séricos, los
valores basales (T0) fueron similares en ambos grupos (fig. 3).

Hubo diferencias significativas entre los grupos en los nive-
les de sodio. El grupo tratado con SSH (GH) present6 valores
significativamente mas altos de sodio a lo largo del experi-
mento en comparacién con el grupo control (T1: p=0,001; T2:
p=0,0006; T3: p=0,019). El valor pico en el grupo tratado se
alcanzé luego de la infusién (T1). Los valores de sodio para
los dos grupos se mantuvieron dentro de los rangos normales
durante el experimento (fig. 3A).

En cuanto al potasio sérico, no hubo diferencias entre los
grupos en los niveles a lo largo del experimento (TO a T3); las
cifras de potasio se incrementaron de manera progresiva den-
tro de rangos de referencia normales en cada tiempo (fig. 3B).
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Figura 2 - Comportamiento de pH (A) y lactato (B) medidos en gases sanguineos. NOTA: Significancia en comparacién entre

grupos. p=0,01
Fuente: autores.
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Figura 3 - Cambios en los valores de electrélitos séricos.
A: sodio. B: potasio. C: calcio. Comparacion entre grupos.
Fuente: autores.

Los niveles de calcio sérico fueron similares en ambos gru-
pos durante TO a T2; con la reperfusién (T3), los niveles son
significativamente diferentes (p =0,006) por la disminucién en
el valor del calcio del grupo control (fig. 3C).

Las cifras de creatinina y de transaminasas presentan una
curva con tendencia a la elevacién a lo largo del experimento
(TO a T3) en los dos grupos, sin diferencias significativas entre
ellos.

Los niveles de transaminasas aspartato-amino-transferasa
(AST) se elevan a partir de T1 fuera del rango de normalidad
(fig. 4A). En el grupo control (GC) esta elevacién es significativa
con respecto al valor basal (T2: p=0,018; T3: p=0,034).

Los niveles de creatinina se mantienen en rango de valores
normales (fig. 4B).

Ninguno de los valores referidos (creatinina y transami-
nasas) descienden en los grupos luego de la reperfusién (T3)
(fig. 4).

Los niveles séricos de TNF-alfa y de IL-2 no presenta-
ron diferencias significativas entre los grupos a lo largo del

experimento (TO a T3). No hubo elevacién significativa de cada
citoquina durante la oclusién aértica (T2) ni durante la reper-
fusién (T3). Los valores observados tanto de TNF-a como de
IL-2 se mantuvieron dentro del rango de valor normal.

Los niveles de ET-1 (fig. 5) y de IL-10 no tuvieron dife-
rencias significativas entre los grupos. Tanto la ET-1 como la
IL-10 presentaron cifras anormales, por encima de los valores
de referencia a lo largo del experimento (T1 a T3). No hubo
correlacién entre los valores de IL-10 y de ET-1 con los del
indice sistélico (IS: pardmetro de contractilidad) para ningin
momento del experimento (test de correlacién pareada con
ajuste de Bonferroni) en ningin grupo.

Con relacién a los hallazgos en histopatologia, para la
estandarizacién del andlisis y la interpretacién se utilizaron
cinco pardmetros (edema, infiltrados, necrosis, apoptosis y
sustancias de dep6sito), interpretados como presente (P=1) o
ausente (A =0), para establecer un puntaje de evaluacién para
cada 6rgano (higado, rifdn, intestino). Se evalué también una
caracterizacién general como normal (N=0) o anormal (A=1).
Los resultados de analisis de estudio de patologia con hema-
toxilina/eosina no presentaron diferencias entre los grupos.
No se evidencié necrosis ni apoptosis en ninguna muestra. La
caracterizacién general de las placas de histopatologia fue nor-
mal (N=0). Aquellas con patrén de anormalidad presentaron
edema sin otra alteracién (fig. 6).

El andlisis de inmunohistoquimica realizado en tejidos
para TNF-a y para IL-10 no reporté diferencias entre los gru-
pos. Para la estandarizacién del andlisis y la interpretacién se
utilizaron tres pardmetros evaluados por puntuacién: inmu-
norreactividad leve (1), moderada (2) o severa (3). No hubo
diferencias entre los grupos al comparar las puntuaciones para
TNF-a e IL-10. La expresién tisular de TNF-a e IL-10 no presentd
diferencias significativas entre los grupos (fig. 6).

Discusién

La disminucién anormal del flujo sanguineo (hemorragia,
parada cardiaca, obstruccién vascular, etc.) conduce a la
hipoxia, y como consecuencia de la misma se presen-
tan acidosis intracelular, alteraciones en la concentracién
intracelular de sodio y calcio, degradacién de los fosfolipi-
dos del sarcoplasma y de las proteinas del citoesqueleto,
edema mitocondrial y pérdida del potencial transmembrana,
disminucién de glutatién y de alfa-tocoferol, secrecién de
sustancias desencadenantes de pre-acondicionamiento (ade-
nosina, bradicinina, angiotensina, opidceos, etc.) y expresién
de moléculas de adhesién, citoquinas (p.ej., TNF-a) y agen-
tes vasoactivos (p.ej., endotelina)?*?*. Con la reperfusién hay
modificaciones en la vasorreactividad (dependiente y no
dependiente del endotelio) con pérdida del balance entre vaso-
dilatacién y vasoconstriccién en todos los lechos, disfuncién
endotelial y alteracién en la expresién y reactividad a sus-
tancias como la ET-1 y el NO?>?>, Ademds, la reperfusién
promueve una respuesta inflamatoria inicialmente local que
deriva en liberacién sistémica de citoquinas, quimiocinas,
activacién del complemento y de los neutréfilos, produccién
de radicales libres de oxigeno, necrosis y apoptosis?®?’. La
severidad de la lesién depende de la extensién (compromiso
de uno o varios 6rganos) y la duracién de la hipoxia, como
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Figura 4 - Cambios en la funcién hepatica y renal. A: aspartato-aminotransferasa; B: creatinina.

Fuente: autores.

fue verificado hace varias décadas por Flores et al.?%, quienes
publicaron un modelo de isquemia renal, demostrando que la
oclusién del flujo sanguineo mayor a una hora se asociaba con
zonas de obstruccién vascular por edema celular a pesar de la
restitucién del flujo sanguineo, y plantearon también cémo era
posible revertir este fenémeno de «no reflujo» con la utiliza-
cién de soluciones hiperténicas (manitol para el trabajo citado)
que disminuian el edema celular y aminoraban la obstrucciéon
de la microcirculacién.

La solucién salina hiperténica (SSH) genera un gradiente
osmotico a través de las membranas celulares que desplaza
fluido desde el espacio intersticial inicialmente, y luego desde
las células, hacia el espacio intravascular?®. El movimiento
de fluido desde las células contribuye con la disminucién del
edema endotelial capilar, evento que mejora la microcircula-
cién particularmente en escenarios de choque’. En modelos
de musculo cardiaco aislado se han demostrado también los
efectos inotrépico y lusitrépico positivos de la SSH, media-
dos por la hiperosmolaridad y la accién del sodio sobre el

intercambiador Na*-Ca*?, manteniendo la homeostasis del
calcio intracelular y su salida del reticulo sarcopldsmico®!.
Adicionalmente, la SSH modula la respuesta inflamatoria
asociada a la reperfusién gracias a la atenuacién de la acti-
vacién de los PMN, disminucién de los niveles séricos de
TNF-a e incremento en la expresién de citoquinas anti-
inflamatorias (IL-1, IL-10)>>%?. La utilizacién de la SSH en
reanimacién con bajos volumenes en choque hemorragico
y séptico ha caracterizado su papel en la atenuacién de la
lesién por isquemia/reperfusion. Diversos trabajos han explo-
rado los mecanismos involucrados en los efectos de la SSH,
utilizdndola tanto antes del insulto isquémico como de la
reperfusién®3-3°>,

En el experimento presentado se infundié SSH antes de la
isquemia con el fin de evaluar su papel en la expresién de
citoquinas, de sustancias vasoactivas y en el comportamiento
hemodinamico luego de la restitucién del flujo sanguineo. En
este estudio se encontr6 que la SSH no modifica la respuesta
inflamatoria ocasionada por 15min de isquemia seguida de
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60 min de reperfusiéon. Tampoco modifica la respuesta hemo-
dindmica a la oclusién adrtica y a la reperfusién. Sin embargo,
en el grupo tratado con hiperténica se evidencié que la
SSH modifica el comportamiento del miocardio al aumentar
significativamente el indice sistélico una hora después de rea-
nudado el flujo adrtico, incrementandolo a valores cercanos
a los de las condiciones basales. El impacto de la SSH sobre
el comportamiento hemodindmico se asoci6é también a una
menor vasodilatacién, tal como se demuestra por los cambios
de la resistencia vascular sistémica.

Trabajos como los de Li et al.® y de Gourdin et al.” establecen
que la existencia de cambios histolégicos y de citoquinas séri-
cas inflamatorias y antiinflamatorias dependen del tiempo de
isquemia y de reperfusién. El presente experimento recurrié
a un corto periodo de isquemia (15 min) y de reperfusién (una
hora), y los autores consideran que este tiempo de isquemia
fue insuficiente para generar cambios histolégicos o séricos en
TNF-a e interleucinas inflamatorias; sin embargo, el hallazgo
de elevacién desde el tiempo 1 (T1) de los valores séricos de
ET-1 es coincidente con lo descrito por Sdnchez-Etayo et al.*%,
y los cambios en la ET-1 son observables desde los primeros
minutos de la disminucién del flujo sanguineo. En el pre-
sente experimento la ET-1 se incrementd desde la isquemia
en ambos grupos. No hay diferencias entre los grupos, pro-
bablemente por el nimero de individuos; los valores de ET-1
se incrementaron permanentemente de manera significativa
desde TO a T3 en el grupo control.

En un interesante trabajo en clinica humana, Rizoli et al.*’
demuestran las propiedades antiinflamatorias de la SSH con
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la medicién entre otras citocinas de TNF-a. En el estudio inclu-
yen pacientes con trauma contundente cuyos tiempos entre
la lesién y el ingreso oscilaron entre 44 a 255 min, con minimo
un episodio registrado de hipotensién. Estos autores realiza-
ron un seguimiento a lo largo de las siguientes 24 h después del
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manejo de resucitacién de urgencias. Dentro de sus hallazgos
estan aumentos significativos de citoquinas antiinflamatorias
con cifras que incrementan a partir de la tercera hora de la
infusién.

El presente trabajo de oclusién adrtica y pretratamiento con
SSH tiene como limitaciones el corto tiempo de isquemia y de
reperfusion. Esto hizo que fuera posible evidenciar solo cam-
bios en la contractilidad, sin impacto alguno en la modulacién
de la inflamacién.

En conclusioén, el pretratamiento con SSH antes de 15min
de isquemia en modelo de supresién del flujo adrtico no
modifica la expresién de marcadores de inflamacién y antiin-
flamacién sérica o tisular. La SSH incrementa la contractilidad
ventricular después de la reperfusién.
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