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RESUMEN

Antecedentes y objetivos. Valorar el malon-dialdehido (MDA), catabolito de la peroxidacion lipidica de las membranas celulares, median-
te la reaccidn del dcido tiobarbitirico (TBA), para comprobar el posible aumento de la actividad oxidante de radicales libres de oxigeno, a
nivel del intestino delgado de rata, sometida a isquemia reperfusion mesénterica y el efecto protector de la superéxido dismutasa (SOD).
Material y método. Se distribuyeron 30 ratas machos, de 240 a 300 g de peso, en tres series: serie.I, control no isquémica, sirvié para toma
de muestras tisulares basales; serie II, isquemia mesentérica aguda (IMA) de 90 minutos y 30 minutos de reperfusién, mds solucién salina
endovenosa; serie ITI, todo igual que la serie II, salvo que al suero fisioldgico se afiadié SOD. Tras la anestesia se practicé laparotomia
accediendo a la cavidad abdominal, fijando la arteria mesentérica craneal (AMC) mediante cinta de vesseloop, que se clampd el tiempo
sefialado. En las series Il y III- se procedi6 a la inyeccién endovenosa con microinyector, de suero fisioldgico a razén de 0,002 ml por gramo
de peso corporal y en la serie ITI, se afiadieron 2 U.I. de SOD por gramo de peso corporal. La velocidad de inyeccién fue de 1ml /10 min.
Se realizaron dos tandas de tratamiento, una 10 minutos antes y otra 10 minutos después de la reperfusion. Transcurridos los 30 min de reper-
fusién en las series Il y 1T, se procedi6 a tomar muestras de pared intestinal de la porcién yeyunal media, (50 mg de tejido) a los ani-
males de las tres series. Dichas muestras fueron sometidas al test del TBA, segiin método de Ohkawa et .al. Para el anélisis estadistico se
utiliz6 el programa SPSS® v. 6.0 para Windows, asi como la hoja de célculo Excel 5.0 para Windows. Se realizé test de Sahapiro-Wilks, y se
calculé la mediana, la media aritmética, y la distancia intercuartil como medida de dispersién. La representacién de resultados se hizo
mediante diagrama de boxplot. Resultados y conclusiones. 1.° Las concentraciones de MDA libre en yeyuno en condiciones fisioldgicas
basales, son indetectables cuando se determinan mediante el test del TBA. 2.° La isquemia de ]a AMC durante 90 min seguida de 30 min de
reperfusién, produce un aumento significativo del MDA en la pared yeyunal. 3.° El tratamiento endovenoso con SOD redujo a limites de nor-
malidad la concentraccién de MDA, que se hizo indetectable. 4.° La valoracién del MDA , catabolito final de la peroxidacién lipidica, puede
ser 1itil como indice de 1a actividad oxidante de los radicales libres de oxigeno, y antioxidante, mediante el test del TBA en casos de isque-
mia-reperfusién aguda intestinal y tratamiento con SOD, si bien el método no detecté concentraciones de MDA cuya lectura espectroscépi-
ca en absorbancias fuera menor o igual al cociente a= 0,1558 de la ecuacién de la recta de regresién patrén.

PALABRAS CLAVE: Isquemia-reperfusién mesénterica - Malon-dialdehido - Acido tiobarbitdrico - Superdxido dismutasa.

INTRODUCCION

Los procesos de isquemia-reperfusién provocan un incre-
mento en la formacién de radicales libres (RL), especialmente de
radicales libres de oxigeno (RLO), (1-4) agentes muy reactivos
directamente relacionados con la iniciacién de los procesos de
peroxidacién lipidica de las membranas celulares, cuyo catabo-
lismo rinde al medio maldn dialdehido (MDA) (5, 6).

El MDA es el producto final y se acumula en los tejidos, tras
el catabolismo de los 4cidos grasos constitutivos de las membra-
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nas celulares. La concentracién de MDA tisular puede ser cuan-
tificada por técnicas in vitro, mediante la reaccién colorimétrica
con el 4cido tiobarbittrico (TBA), medible por espectrofotome-
trfa (7).

Se conocen gran cantidad de sustancias antioxidantes, que
impiden o atentian la accién de los RLO que puedan generarse,
contribuyendo a frenar el deterioro oxidativo que producen en las
membranas celulares llegando hasta su deleccién. Entre los
antioxiantes, la superéxido dismutasa (SOD), ocupa un papel
relevante por su intenso efecto protector en condiciones fisiol6-
gicas (8-10) y estar presente en la mayor parte de los tejidos
humanos, en las células y liquidos extracelulares (8).

Este trabajo tiene por objeto cuantificar los niveles de MDA
libre en tejido intestinal sano, y en el sometido a isquemia-reper-
fusién, as{ como en animales tratados con SOD endovenoso, para
valorar la influencia de la isquemia reperfusién sobre la peroxi-
dacidn lipidica de las membranas celulares y si la SOD es capaz
de atenuar estos efectos, en nuestras condiciones experimentales.

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 30 ratas machos variedad Wistar, con pesos
comprendidos entre 240 y 300 gramos, procedentes del estabula-
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rio del Servicio de Medicina y Cirugia Experimental del Hospital
Militar Gémez Ulla. Los animales se mantuvieron en jaulas de
macrolén, con base de sepiolita, a razén de cinco por jaula, en
condiciones estdndar de laboratorio a 22° C y fotoperiodo de 12
horas, con alimentacidn y bebida ad libitum. Cumpliendo la nor-
mativa vigente de la Unién Europea, sobre alojamiento y cuida-
dos de los animales destinados a experimentacién (86/609/CEE).

Fueron distribuidos en tres series experimentales de 10 ani-
males:

Serie I: control no fue sometida a isquemia sirvié para realizar
las tomas tisulares basales. Serie II: isquemia mesentérica de 90
minutos, reperfusién de 30 minutos y tratamiento con solucién
salina mds SOD. Serie IIL: igual que serie II, sin SOD.

Los animales de las series II'y IHI fueron sometidos a procedi-
miento quirtirgico, tras induccién anestésica mediante inyeccién
intramuscular de cdctel anestésico (50% de clorhidrato de keta-
mina (50 mg/ml), 40% de diacepam (5 mg/ml), v 10% de sulfato
de atropina (1mg/ml) en proporcién de 0,03 ml/g de peso corpo-
ral. Por laparotomia media, se control la arteria mesentérica cra-
neal (AMC) con cinta de vesseloop ocluyéndola con microclamp
atraumdtico modelo Heifezt, durante 90 minutos. Después fueron
sometidos a reperfusién durante 30 minutos. (11-12)

En la series IT 'y III se procedi6 a la inyeccién endovenosa por
via yugular con microinyector Meditronika® modelo A-99 y sis-
tema Butterfly-23 de 0,4 mm de didmetro externo, modelo Ve-
nisystemn®, de suero fisiol6gico a razén de 0,002 ml por gramo
de peso (entre 0,48 y 0,6 ml), agregando en la serie II1 2 UL de
SOD por gramo de peso del animal (entre 480 y 600 U.L). La
velocidad de inyeccién fue de 1 ml/10 min. Se realizaron dos tan-
das de tratamiento, una 10 minutos antes y otra 10 minutos des-
pués de la reperfusion.

La SOD empleada, fue de eritrocitos bovinos de la marca
SIGMA® §-2515. SIGMA CHEMICAL CO. P.O. Box 14508- St.
Louis. MO63178 USA.

Transcurridos los 30 min de reperfusién de las series II y T,
se procedié a tomar muestras de pared intestinal de la porcién
yeyunal media, (50 mg de tejido) en los animales de las tres
series, que fueron sometidas al test del TBA, segiin método de
Ohkawa ef al (13).

Por cada 50 mg de tejido de pared intestinal correspondien-
te a porcién yeyunal media, pesados mediante balanza automé-
tica electrénica modelo Mini-sc Mobba, se agrega 1 ml de tam-
pon-fosfato pH 7 macerando en Teen-Broke (teniendo el homo-
geinizador de vidrio a —20° C), hasta homogeneizar la mezcla
que se centrifuga a 5.500 revoluciones por minuto (rpm) duran-
te 20 minutos a temperaturas entre 0 y 5° C. Se toman 140
microlitros del sobrenadante en un tubo de ensayo y se agrega 1
ml de 4cido fosférico al 1%, con el fin de detener la produccién
de RL, 33 microlitros de butil-hidroxi-tolueno (BHT) (diluido al
0,01% en alcohol etilico), para impedir la neoformacién de RL,
y 0,6 ml de TBA al 0,6% (diluido en agua destilada), como reac-
tivo de color frente al MDA, sometiendo la mezcla a ebullicién
con agitacion suave, durante 45 min., apareciendo una tonalidad
rosada. Se enfria en bafio con hielo y se agrega 1,4 ml de n-buta-
nol para disolver la fase orgdnica, agitanto el tubo y centrifu-
gando a 4.000 rpm durante 15 min. a una temperatura entre 0 y
5° C. Del sobrenadante o fase 6rganica, se toma muestra para su
lectura espectroscépica en la banda de 535 nanémetros de lon-
gitud de onda.

Obtencién de los valores estdndar: se preparé una solucién
madre de MDA a concentracién de 706 nM/ml. Esta solucién se
diluyé 1/10 en tampén fosfato pH 7, quedando la nueva solucién
a concentracién de 70,6 nM MDA/ml, a partir de la cual se rea-
lizaron diluciones seriadas 1:1 segiin el esquema:

Tubo 1 (0,14 de muestra + 0,86ml de tampén fosfato):
9,88 nM MDA/ tubo

Tubo 2 (1ml de tubo 1 + 1ml de tampén fosfato):
4,94 nM MDA/tubo

Tubo 3 (1ml de tubo 2 + 1ml de tampdn fosfato):
2,47 nM MDA/tubo

Tubo 4 (1ml de tubo 3 + 1ml de tampdn fosfato):
1,24 nM MDA/tubo

Tubo 5 (1ml de tubo 4 + 1ml de tampdn fosfato):
0,62 nM MDA/tubo

Tubo 6 (1ml de tubo 5 + 1ml de tampén fosfato):
0,31 aM MDA/tubo

Tubo 7 (1ml de tubo 6 + 1ml de tampén fosfato):
0,15 nM MDA/tubo

Tubo 8 (1ml de tubo 7 + 1ml de tampén fosfato):
0,077 nM MDA/tubo

Tras haber realizado las diluciones se procedié con cada tubo,
de modo similar que las muestras de yeyuno, siguiendo todo el
procedimiento desde la agregacién del 4cido fosférico, hasta el
final, manteniendo las condiciones sefialadas.

Para el célculo de la recta patrén se realizé la recta de regre-
sién, tomando como resultado valido un coeficiente de correla-
cién R igual o mayor a 0,95 (lo que indica que el 95% de los pun-
tos se encuentran dentro de la correlacién lineal), calculando
tanto la ordenada en el origen como la pendiente de la recta, asi
como el grado de correlacién entre los puntos.

Para ¢l analisis estadistico de resultados se utilizé el progra-
ma SPSS v. 6.0. para Windows, asf como la hoja de célculo Excel
5.0 para Windows. Se valoré el supuesto de normalidad con el
test de Shapiro-Wilks. Se calcul la mediana y la media aritmé-
tica. Como medida de dispersion se tomd la distancia intercuartil
(IQR). La cuantificacion de los resultados se representé median-
te diagrama de boxplot.

RESULTADOS

a) Curva patrén

Se obtuvo una recta de regresién lineal, en la cual, en el eje
de las'Y, se representaron las absorbancias y en el gje de las X la
concentracién de MDA en nanomoles. Cada punto representado
en la figura 1 corresponde a la densidad Gptica (Absorbancia a

3 y=2,7641x + 0,15568
R’=0,9873

Absorbancias
»

Figura 1. Recta patron.
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535 nm) obtenida para cada concentracién de MDA. A partir de
estos puntos se construyé la recta de regresién definiendo,
mediante el coeficiente de correlacion, el grado que dicha recta
representa a la mencionada nube de puntos (grado de asociacion
lineal). En la misma figura se muestra la ecuacion de la recta y
el coeficiente de determinacién lineal, cuyo valor R® igual a
0,987, significa que el 98,7% de la variacidn total de las absor-
bancias es explicado por la recta de regresion, aceptdndose
como vélida.

b) Determinacién de MDA en intestino

Las concentraciones de MDA en las tres series, se valoraron
mediante la técnica in vitro del test del TBA. Tras conocer la den-
sidad 6ptica de cada muestra sometida al test del TBA, se calcu-
laron las concentraciones de MDA a través de la ecuacién de la
recta patrén, efectuando las correcciones debidas a las diluciones
en la técnica.

¢) Célculos

La relacién existente entre los valores de las absorbancias y
la concentracién de MDA en nM viene definida por la férmula:
oM MDA/g de tejido = (DO,,,, —a)/b X ml tampén fosfato/mg de
tejido x 1/0,14 x 1000, siendo los resultados de valores: _

- DO, €l valor de cada una de las absorbancias, obtenidas

de la lectura del espectrofotémetro.

— a, el valor del punto de la ordenada en el origen. En la

recta, a= 0,1558.
— b, el valor de la pendiente de la recta. En la recta, b=2,764.

d) Matriz de datos

.. Los resultados obtenidos de cada una de las muestras y tras
aplicar la férmula expresada, aparecen representados en la tabla 1.

- . Mediante esta técnica no se pueden determinar las concentra-
ciones de MDA cuya lectura en absorbancias sea menor o igual
al coeficiente a de la ecuacién de la recta de regresién
(a=0,1558), de manera que las concentraciones de MDA en los
animales de la serie I —control-y en la IT (tratados con SOD) fue-
ron indetectables.

Los resultados obtenidos no vulneran el supuesto de normali-
dad (test de Shapiro-Wilks p= 0.43). Sin embargo se aprecia en
el diagrama de boxplot una cierta asimetria, con una mediana de
4,15 nM MDA/g de tejido, cuando a la media aritmética de los
datos corresponde a 4,513 nM MDA/g de tejido (figura 2).

Tabla 1. Valores de las absorbancias y concentracion de MDA por
gramo de tejido, para cada uno de los grupos de la muestra.

CONTROL TR +SOD IR
Absorbancia| nM MDA | Absorbancia| nM MDA | Absorbancia | nM MDA
0,011 Indetectable 0,043 Indetectable 0,207 2,646
0,066 Indetectable 0,027 Indetectable 0,290 6,936
0,026 Indetectable 0,085 Indetectable 0,234 4,042
0,097 Indetectable 0,065 Indetectable 0,263 5,541
0,037 Indetectable 0,048 Indetectable 0,237 4,197
0,071 Indetectable 0,080 Indetectable 0,203 2,439
0,082 Indetectable 0,036 Indetectable 0,298 7,350
0,049 Indetectable 0,121 Indetectable 0,225 3,577
0,015 Indetectable 0,089 Indetectable 0,232 3,938
0,044 Indetectable 0,047 Indetectable 0,243 4,507
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Dado el nidmero de casos empleados, y la asimetria que pre-
senta la distribucién de datos, es mas adecuado el empleo de la
distancia interquartil JQR) como medida de dispersién, que
corresponde en el presente experimento, al intervalo comprendi-
do entre los 3,571 y los 5,535 oM MDA/g de tejido. En este
rango se encuentra representado el 50% de los datos, mientras
que el resto oscila fuera de este intervalo, con un minimo de 2,44
nM MDA /g. de tejido y un méximo de 7,35 nM MDA/ g de teji-
do (fig. 2).

|7

2 3
nM MDA/g. de tejido

Ny
Jory —
»
~
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Figura 2. Representacién mediante diagrama boxplot del valor
de la mediana para la concentracion de MDA, en'la serie expe-
rimental de isquemia-reperfiision.

DISCUSION

La mucosa intestinal, y particularmente la del intestino del-
gado, es especialmente sensible a las lesiones producidas por la
deprivacién de oxigeno (14-15), pero es durante la revasculari-
zacién cuando parece que se producen los mayores dafios sobre
las células del epitelio (16). Con la llegada de sangre oxigena-
da a los tejidos anéxicos se produce una explosién en la forma-
cién de RL, que atacan directamente los dobles enlaces de los
4cidos grasos poliinsaturados que forman parte de las membra-
nas celulares, formandose endoperdxidos lipidicos, capaces de
volver a reaccionar con una nueva molécula de 4cido graso de
la membrana y repetir el ciclo, o bien metabolizarse para dar
lugar a la formacién del (MDA) (17). Este proceso de peroxi-
dacién lipidica de las membranas celulares, provoca serias alte-
raciones en la estructura y en la funcionalidad de las células
afectadas (18).

En el modelo experimental presentado se somete a los ani-
males de la serie IIT a un periodo de isquemia constante de 90
minutos y después a 30 minutos de reperfusién, a fin de producir
un microambiente similar al que ocurre en cuadros clinicos de
isquemia tisular, encontrando un valor medio de 4,5 1M de MDA
por gramo de tejido, contenido entre los valores del IQR, com-
prendidos entre 2,44 y 7,35 nM de MDA por g de tejido. Es de
sefialar que los resultados obtenidos cumplieron el supuesto de
normalidad, realizado mediante el test de Shapiro-Wilks; indi-
cando una distribucién homogénea de los valores obtenidos, lo
que se traduce en una respuesta muy similar de todos los anima-
les ante un episodio de isquemia-reperfusion. En los animales de
la serie I o control, a los que Gnicamente se tomaron muestras, a
fin de establecer los valores normales, la cantidad de MDA libre
en yeyuno fue indetectable, o lo que es lo mismo, exist{a un valor
inapreciable de MDA en tejidos sanos. Esto apoya la hipétesis de
un incremento significativo de la peroxidacién lipidica y de la
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destruccién celular tras isquemia-reperfusion. Estos resultados
coinciden con los de otros autores, asi Horton ef al. encontraron
aumento de la concentracion de MDA en el plasma de tejido
isquémico intestinal, determinado mediante cromatografia liqui-
da de alta presién (HPLC), con respecto a un grupo sham (19).
Van Ye et al, demostraron un incremento significativo del MDA
libre en intestino con tan solo 10 minutos de isquemia y 60 minu-
tos de reperfusion (20).

Numerosos estudios han evaluado favorablemente el papel de
las enzimas antioxidantes, entre las que cabe destacar la SOD,
como protectoras de la mucosa intestinal durante los cuadros de
isquemia reperfusion (21-23). La SOD produce la reduccidon del
radical superoxido, elimin4ndolo del medio e inhibiendo los pro-
cesos lesivos a las células por el mecanismo: 2 O, (superdxidos)
+2H"H,0,+0,(1,3,5,6,9,22) .

Otamiri comparando dos series de ratas sometidas a isque-
mia-reperfusion intestinal, encontré una reduccién significativa
de los niveles de MDA en la serie tratada con SOD con respecto
a la serie isquémica (24). Estos resultados son coincidentes con
los del presente trabajo. Hemos observado reduccién de los nive-
les de MDA tras el tratamiento de los animales con SOD, alcan-
zando valores inapreciables, como los obtenidos en animales
control sin tratamiento experimental, indicativos de una disminu-
cién de la destruccién de membranas.

Si bien el MDA libre en tejidos es un metabolito secundario
de los RL, su cuantificacién mediante la reaccién colorimétrica
del test del TBA, podria ser considerado como indicador fiable
del nivel de actividad de los RL sobre las membranas celulares,
ofreciendo una aproximacién veraz al proceso de peroxidacién
lipidica en situaciones de isquemia-reperfusion. La SOD pudiera
ser considerada como un agente terapéutico interesante en la
reduccidn de las lesiones microscépicas y funcionales que pro-
duce la peroxidacién lipidica.

Consideramos que, aunque muy probablemente, la elevada
mortalidad que en la actualidad sigue acompafiando a muchos
procesos isquémicos agudos, y en especial al infarto intestinal,
tiene su origen en una suma de reacciones adversas que el proce-
o provoca y que pueden conducir a muerte por shock sistémico,
es importante tener en cuenta los efectos degradativos de la des-
truccién de las membranas. Ademds, el MDA actda como un
agente agravante de las lesiones, puesto que su presencia en esta-
do libre en el tejido y en concentraciones importantes, provoca-
ria una disminucién de la deformabilidad de los eritrocitos e
incrementa la viscosidad de la sangre, con el posible riesgo de
generacion de microtrombos a nivel capilar, que obstaculizan la
correcta reentrada de sangre (1-8).

CONCLUSIONES

1.° Las concentraciones de MDA libre en yeyuno en condicio-
nes fisiolégicas normales, son insignificantes cuando se
determinan mediante el test del TBA.

2.° La isquemia de la AMC durante 90 min seguida de 30 min
de reperfusién, produce un aumento significativo del MDA
en la pared yeyunal.

3.° El tratamiento endovenoso con SOD redujo a limites de nor-
malidad la concentraccién de MDA, que se hizo indetecta-
ble.

4.° La valoracién del MDA como catabolito final de la peroxi-
dacién lipidica, puede ser ttil como indice de la actividad
oxidante de los radicales libres de oxigeno, y antioxidante,
mediante el test de]l TBA en casos de isquemia-reperfusién
aguda intestinal y tratamiento con SOD.
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