
Investigaci�on cient�ıfica b�asica

Efectos protectores del resveratrol y de
L-NAME sobre los �organos viscerales
despu�es de clampaje a�ortico

B. Budak1, M. Seren1, N.N. Turan2, Z. Sakaogullari3 y A.T. Ulus1, Ankara, Turqu�ıa

Fundamento: El presente estudio investig�o el efecto de la oclusi�on temporal de la aorta sobre

el desarrollo de una lesi�on por isquemia-reperfusi�on (I/R) de los �organos viscerales, el momento
�optimo de administraci�on de resveratrol y su mecanismo de protecci�on a trav�es de la liberaci�on

de �oxido n�ıtrico (NO) con un inhibidor de la NO sintetasa.

M�etodos: Los conejos se dividieron en siete grupos de acuerdo con el per�ıodo de

administraci�on de resveratrol y/o N
G-nitro-L-arginina-metil-�ester (L-NAME): grupo de control;

grupo 1, resveratrol durante el per�ıodo isqu�emico; grupo 2, resveratrol durante el per�ıodo de

reperfusi�on; grupo 3, L-NAME durante el per�ıodo isqu�emico; grupo 4, L-NAME durante el

per�ıodo de reperfusi�on; grupo 5, resveratrol durante el per�ıodo isqu�emico y L-NAME durante

el per�ıodo de reperfusi�on; y grupo 6, L-NAME durante el per�ıodo isqu�emico y resveratrol durante

el per�ıodo de reperfusi�on. La aorta infrarrenal se clamp�o durante 30 min. Se obtuvieron muestras

de sangre para evaluaci�on bioqu�ımica, y muestras de �organos para evaluaci�on anatomopa-

tol�ogica a las 24 h de la reperfusi�on.

Resultados: En los grupos5 y6 la lesi�on renal de I/R fue comparativamentem�as leve (puntuaci�on

de la lesi�on I/R 1,04± 0,29 en el grupo de control, 0,25± 0,17 en el grupo 5 y 0,33± 0,13 en el grupo

6 [p<0,05]). La lesi�on intestinal I/R fuem�as leveenel grupo5 (puntuaci�onde la lesi�on I/R1,8±0,80

en el grupo de control frente a 0,0 ± 0,0 en el grupo 5 [p < 0,05]).

Conclusi�on: Se demostraron histopatol�ogicamente los efectos protectores del resveratrol

sobre los �organos con un �ındice metab�olico elevado como el riñ�on y el intestino. Podr�ıa ser

beneficioso usar diferentes f�armacos en los distintos per�ıodos de la lesi�on I/R ya que represen-

tan diferentes caracter�ısticas con y sin ox�ıgeno. La combinaci�on de resveratrol y L-NAME frente

a la lesi�on de I/R parece ser una opci�on eficaz en un futuro inmediato.

INTRODUCCI �ON

A pesar de los progresos recientes en las t�ecnicas

operatorias, en los procedimientos anest�esicos y cui-

dados postoperatorios, la disfunci�on de los �organos

viscerales sigue asoci�andose con un riesgo significa-

tivo de mortalidad o morbilidad postoperatoria tras

la correcci�on de un aneurisma a�ortico toracoabdo-

minal (AATA). Los riesgos de mortalidad y

disfunci�on org�anica despu�es de la correcci�on de un

aneurisma suprarrenal o AATA son significativa-

mente mayores que los afrontados tras la correcci�on

de los a�orticos abdominales infrarrenales1. Durante

la correcci�on de los AATA, el clampaje de la aorta

provoca una disminuci�on temporal del flujo san-

gu�ıneo espl�acnico, renal y de la m�edula espinal y

una agresi�on isqu�emica de los �organos viscerales.

Los estudios efectuados en animales han demos-

trado que la isquemia-reperfusi�on (I/R) visceral se

asocia con una importante respuesta proinflamato-

ria sist�emica2,3. Esta respuesta aumenta el grado de
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lesi�on tisular local que se produce durante la

reperfusi�on de los �organos que han permanecido

isqu�emicos y produce una lesi�on de los �organos a

distancia (es decir, el pulm�on), no sometidos a

isquemia1. Adem�as de estos factores, el �oxido n�ıtrico

(NO) juega un papel controvertido en la lesi�on I/R

puesto que el NO podr�ıa actuar como un mediador

de la lesi�on tisular y al mismo tiempo como potente

vasodilatador end�ogeno4,5.

El resveratrol (3,5,40-trihidroxiestilbeno), un anti-

oxidante polifen�olico natural, presente en la uva y el

componente activo del vino tinto, se ha asociado cau-

salmente con los beneficios cardiovasculares del con-

sumo moderado de vino; se hace referencia a este

fen�omeno como la ‘‘paradoja francesa’’4,6,7. Adem�as

de sus efectos vasodilatadores6, el resveratrol posee

propiedades antioxidantes8, antiagregantes plaque-

tarias9 y antiinflamatorias10. Por otra parte, se ha

demostrado que inhibe la peroxidaci�on lip�ıdica de

los l�ıpidos de membrana y las interacciones de los

neutr�ofilos y las c�elulas endoteliales, elimina los

radicales libres del ox�ıgeno (ROL), y aumenta la

producci�on de NO, lo que, en consecuencia, confiere

efectos beneficiosos sobre diversos �organos en la

lesi�on I/R6,8-11. El resveratrol produce sus efectos

vasculares a trav�es de un mecanismo tanto depen-

diente del endotelio (que puede ser antagonizado

mediante inhibidores de la NO sintasa) como no

dependiente12 (no puede ser antagonizado con estos

inhibidores o a trav�es de una lesi�on endotelial).

Previamente investigamos los efectos del resvera-

trol sobre la protecci�on de la m�edula espinal utili-

zando el mismo modelo de I/R con la misma

organizaci�on experimental para examinar el resul-

tado funcional y patol�ogico de la m�edula espinal13.

Este modelo experimental de isquemia de la m�edula

espinal en conejos es v�alido y se ha usado previa-

mente13,14. Puesto que se afirma que la lesi�on I/R es

una reacci�on sist�emica, investigamos los efectos de la

oclusi�on temporal de la perfusi�on de la m�edula

espinal sobre el desarrollo de esta lesi�on en los
�organos viscerales (efectos indirectos de la lesi�on I/R

remota)mediante el clampaje de la aorta infrarrenal;

as�ı mismo, tratamos de encontrar el momento
�optimo del tratamiento con este f�armaco, con inde-

pendencia de que fuera protector durante el per�ıodo

de isquemia o el de reperfusi�on, y elmecanismo de la

protecci�on utilizando NG-nitro-L-arginina-metil-
�ester (L-NAME), un inhibidor de la NO sintasa.

MATERIALES Y M�ETODOS

El estudio se llev�o a cabo de acuerdo con los Princi-

ples of Laboratory Animal Care and Guide for the Care

Use of Laboratory Animals (NIH Publication 80-23,

revisada en 1985) y fue aprobado por el comit�e de

investigaci�on de la Gazi University (16/1/2004,

protocolo 015-545). En el estudio se usaron 52

conejos blancos de Nueva Zelanda y el peso medio

de los animales fue de 3,6 ± 0,4 kg. Los animales

tuvieron acceso libre al pienso y al agua. Se divi-

dieron en siete grupos de acuerdo con el per�ıodo de

administraci�on de resveratrol y/o L-NAME (isque-

mia o reperfusi�on): grupo de control que no recibi�o

medicaci�on; grupo 1, resveratrol durante el per�ıodo

isqu�emico; grupo 2, resveratrol durante el per�ıodo

de reperfusi�on; grupo 3, L-NAME durante el

per�ıodo isqu�emico; grupo 4, L-NAME durante el

per�ıodo de reperfusi�on; grupo 5, resveratrol

durante el per�ıodo isqu�emico y L-NAME durante

el per�ıodo de reperfusi�on; y grupo 6, L-NAME

durante el per�ıodo isqu�emico y resveratrol durante

el per�ıodo de reperfusi�on. El resveratrol (1 mg/kg)

y/o L-NAME (3 mg/kg) se infundieron por v�ıa

intravenosa en los 5 primeros min de isquemia y/o

reperfusi�on, y todos los grupos recibieron una

cantidad id�entica de l�ıquidos durante el estudio.

Las dosis de los f�armacos fueron id�enticas a las

utilizadas en nuestro estudio previo, donde

investigamos los efectos protectores del resveratol

y el L-NAME sobre la m�edula espinal13. El resve-

ratrol y el L-NAME se obtuvieron a partir de

Sigma (Sant Louis, Estados Unidos).

Procedimiento quir�urgico

Los animales recibieron ketamina (50mg/kg) y xila-

cina (10 mg/kg) por v�ıa intravenosa para la

inducci�on anest�esica y se les permiti�o la respiraci�on

espont�anea sin ventilaci�onmec�anica. Durante todos

los experimentos, se administraron dosis intraveno-

sas adicionales de ketamina seg�un las necesidades.

La temperatura rectal se mantuvo a 38�C por medio

de una l�ampara de calor. Tras garantizar que la pro-

fundidad de la anestesia era adecuada, se insert�o un

cat�eter de calibre 24 en la vena auricular para la

administraci�on de l�ıquidos intravenosos y

medicaci�on adicional. Se insert�o un cat�eter arterial

auricular para monitorizar la presi�on arterial y obte-

ner muestras sangu�ıneas.

Tras la preparaci�on quir�urgica est�eril, se abri�o el

abdomen con un abordaje de laparotom�ıa en la l�ınea

media y se expuso la aorta abdominal retroperito-

neal. Se prest�o especial atenci�on en evitar una lesi�on

del conducto linf�atico mesent�erico, asociado

�ıntimamente con la aorta abdominal. Tras obtener

el control de la aorta abdominal con esparadrapo,

se administraron por v�ıa intravenosa 50 UI/kg de

heparina s�odica y se clamp�o la aorta colocando un
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clampaje vascular atraum�atico inmediatamente

caudal al origen de la arteria renal izquierda y por

encima de la bifurcaci�on a�ortica. La aplicaci�on de

30 min de agresi�on isqu�emica se basa en los resulta-

dos de los experimentos previos que han usado este

modelo4,7,13,14. Tras la oclusi�on de la aorta, el

abdomen se cerr�o provisionalmente para evitar una

p�erdida excesiva de calor o l�ıquidos. Despu�es de la

retirada del clampaje, se observ�o visualmente la

reperfusi�on distal. El per�ıodo de reperfusi�on fue de

30 min para cada animal. Al completar el procedi-

miento, se retiraron todos los cat�eteres y se cerraron

los abordajes con suturas. Se permiti�o a los animales

que se restablecieran de la anestesia antes de

devolverlos al animalario, donde pudieron moverse

libremente en sus jaulas y se les proporcion�o comida

y agua a voluntad.

A las 24 h postoperatorias, se anestesi�o a los ani-

males con pentobarbital s�odico (50 mg/kg). Tras

obtener una profundidad adecuada de la anestesia,

se sacrific�o a todos los animales y se obtuvieron

muestras del h�ıgado, pulm�on, coraz�on, intestino del-

gado y riñ�on para su evaluaci�on anatomopatol�ogica.

Estemodelo experimental se efectu�o de acuerdo con

los estudios experimentales publicados que han

investigado la lesi�on de la m�edula espinal y �organos

viscerales despu�es de clampaje de la aorta4,13-17.

Histopatolog�ıa y an�alisis de los

marcadores bioqu�ımicos

Se obtuvieron muestras de sangre arterial en los

tiempos siguientes: antes de la laparotom�ıa, 30

min antes del per�ıodo isqu�emico, y 5 y 30 min antes

del per�ıodo de reperfusi�on. Las muestras de sangre

se mantuvieron a temperatura ambiente durante

30 min y se centrifugaron a una tasa de 3.000

ciclos/min durante 5 min; acto seguido, el plasma

obtenido se introdujo en un tubo de Eppendorf y

se almacen�o a e40�C. El mismo t�ecnico determin�o

las concentraciones plasm�aticas de urea, creatinina,

creatincinasa con la subunidad muscular y cerebral

(CKMB), aspartato aminotransferasa (AST), alanina

aminotransferasa (ALT), lactatodeshidrogenasa

(LDH), gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT), ami-

lasa y lipasa.

La evaluaci�on histopatol�ogica de las muestras de

tejido se efectu�o con t�ecnicas histol�ogicas de refe-

rencia, incluida la fijaci�on con formol,

deshidrataci�on, inclusi�on en bloques de parafina,

obtenci�on de secciones transversales seriadas (de

4 mm) y tinci�on con hematoxilina-eosina18-19. El

mismo anatomopat�ologo efectu�o la investigaci�on

histopatol�ogica utilizando un microscopio �optico.

Los par�ametros histopatol�ogicos de la lesi�on I/R se

definieron del modo siguiente: para el riñ�on como

lesi�on tubular, congesti�on y recuento de leucocitos

polimorfonucleares (PMN); para el coraz�on como

recuento de leucocitos PMN, edema y congesti�on;

para el pulm�on como infiltraci�on neum�onica,

edema y congesti�on y para el h�ıgado, necrosis,

congesti�on y degeneraci�on vacuolar. El anatomo-

pat�ologo clasific�o y expres�o el grado de lesi�on I/R

como +, ++, +++ o ++++. En la evaluaci�on de la

lesi�on del intestino delgado, tuvimos en cuenta la

clasificaci�on de Park-Chiu19 (tabla II).

An�alisis estad�ıstico

Todos los valores se presentan como medias ±

desviaci�on est�andar (DE); se consider�o estad�ıstica-

mente significativo un valor de p < 0,05. El an�alisis

estad�ıstico de las comparaciones de los hallazgos his-

topatol�ogicos y los resultados del an�alisis bioqu�ımico

entre grupos se efectu�o con un an�alisis de la

varianza de una v�ıa. Las alteraciones de los valores

bioqu�ımicos por el tiempo se analizaron con la

prueba t para muestras emparejadas.

RESULTADOS

Como se muestra en la tabla I, los grupos de estudio

se dividieron en seis de acuerdo con el per�ıodo de

administraci�on de resveratrol (1 mg/kg) y/o L-

NAME (3 mg/kg). En la tabla II se muestran los

par�ametros histopatol�ogicos de la lesi�on I/R seg�un lo

definido para el riñ�on, coraz�on, pulm�on e h�ıgado. El

anatomopat�ologo clasific�o y expres�o el grado de

lesi�on I/R como +, ++, +++, ++++. En la evaluaci�on

de la lesi�on del intestino delgado, tuvimos en cuenta

la clasificaci�on de Park-Chiu19 (tabla II). En la Fig 1

se muestran la evaluaci�on histopatol�ogica de las

muestras de tejido y las puntuaciones I/R. En la Fig 2

se muestran los resultados de la evaluaci�on

bioqu�ımica de las muestras sangu�ıneas.

La evaluaci�on histopatol�ogica de las muestras de

tejido obtenidas del coraz�on no demostr�o diferencias

intergrupales significativas por lo que respecta al

grado de edema, congesti�on e infiltraci�on de leucoci-

tos PMN. La puntuaci�on I/R en el grupo de control

fue de 0,8 ± 0,57. Seg�un lo ilustrado en la Fig 2,

comparado con el grupo de control, en todos los

grupos de estudio las puntuaciones de la lesi�on I/R

fueronm�as bajas, en particular en los grupos 1, 2, 3 y

6. La puntuaci�on m�as baja se detect�o en el grupo 6

(0,2 ± 0,10). Aunque la diferencia no fue estad�ısti-

camente significativa, como semuestra en lafigura 3,

se observa claramente un incremento de la

congesti�on mioc�ardica en la biopsia mioc�ardica

obtenida de un animal del grupo de control,
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comparado con elmaterial bi�opsico de uno del grupo

6. Los valores de AST variaron en unos l�ımites entre

53,3±19,3mg/dl (grupo1a los 5minde reperfusi�on)

y 14,0 ± 3,7 mg/dl (grupo 2 a los 30 min de la

isquemia) y no fueron comparables desde un punto

de vista estad�ıstico por lo que respecta a los tiempos

dedeterminaci�onyentre grupos, comosemuestra en

la figura 1. Los valores de LDH variaron en unos

l�ımites entre 101,0 ± 211,0mg/dl (grupo 3 antes de la

laparotom�ıa) y 1.045,3 ± 193,5 mg/dl (grupo 1 a los

30 min de la reperfusi�on). De forma parecida, no se

identific�o una diferencia significativa por lo que res-

pecta a los tiempos de determinaci�on y entre grupos.

Teniendo en cuenta los par�ametros histol�ogicos

de la lesi�on I/R del pulm�on, nivel de infiltraci�on

neum�onica, edema y congesti�on, no encontramos

diferencias estad�ısticamente significativas entre gru-

pos. Comparado con el grupo de control, las puntua-

ciones de la lesi�on I/R fueron m�as bajas en todos los

grupos de estudio, en especial en los grupos 1, 2 y 4.

La m�as baja se detect�o en el grupo 4 (0,7 ± 0,13).

Aunque la diferencia no fue estad�ısticamente

significativa, la infiltraci�on neum�onica (Fig. 4b) y

la congesti�on pulmonar (fig. 4c) fueron m�as evi-

dentes en las muestras obtenidas de los animales del

grupo de control comparado con los grupos de

estudio. En la Fig 4 se muestran las biopsias pul-

monares obtenidas del grupo de control y del grupo

5.

En las muestras de h�ıgado no se observ�o una

lesi�on grave, pero la presencia y el grado de

degeneraci�on vacuolar, congesti�on y necrosis indi-

cativos de la gravedad de la lesi�on I/R del �organo

fueron m�as leves en los grupos de estudio compara-

dos con el de control. Aunque en �este observamos

degeneraci�on vacuolar en un animal (Fig. 5a) y

necrosis (Fig. 5b), en otro, la diferencia no fue sig-

nificativa entre grupos. La puntuaci�on I/R del grupo

de control fue de 0,5 ± 0,41. La m�as baja se obtuvo

en el grupo 6 (0,1 ± 0,07). El an�alisis bioqu�ımico de

las muestras sangu�ıneas obtenidas de los grupos no

demostr�o diferencias significativas para los valores

de AST, ALT, GGT y LDH, como se ilustra en la figura

1. En las muestras sangu�ıneas los valores de ALT

variaron en unos l�ımites entre 13,0 ± 2,0 mg/dl

(grupo 5 a los 30min de isquemia) y 72,0 ± 28,0mg/

dl (grupo de control antes de la laparotom�ıa). Los

valores de GGT obtenidos a partir de las muestras

sangu�ıneas variaron entre 4,0 ± 1,0mg/dl (grupo 5 a

los 30min de reperfusi�on) y 13,0 ± 4,5 mg/dl (grupo

de control antes de la laparotom�ıa).

Durante la evaluaci�on de la lesi�on renal de I/R,

encontramos que en los grupos 5 y 6 el grado de

lesi�on tubular, congesti�on y recuento de leucocitos

PMN fue significativamente menor comparado con

los otros grupos. Para el grupo de control se calcula-

ron puntuaciones medias de la lesi�on de 1,04 ± 0,29,

para el grupo 5, de 0,25 ± 0,17 y para el grupo 6, de

0,33 ± 0,13 (p < 0,05). En la figura 2 se ilustra la

diferencia significativa de las puntuaciones medias

de la lesi�on. En la Fig 6 se muestra un ejemplo de

necrosis tubular aguda detectada en una muestra

renal obtenida de un animal del grupo de control.

Tabla I. Grupo de control y grupos de estudio

Grupo
Resveratrol durante
la isquemia

Resveratrol durante
la reperfusi�on

L-NAME durante
la isquemia

L-NAME durante
la reperfusi�on n

Control e e e e 6

Grupo 1 1 mg/kg e e - 14

Grupo 2 e 1 mg/kg e e 8

Grupo 3 e e 3 mg/kg e 5

Grupo 4 e e e 3 mg/kg 5

Grupo 5 1 mg/kg e e 3 mg/kg 8

Grupo 6 e 1 mg/kg 3 mg/kg e 6

L-NAME: NG-nitro-L-arginina-metil-�ester.

Tabla II. Par�ametros histopatol�ogicos de la lesi�on

de isquemia reperfusi�on

Órgano Par�ametro histopatol�ogico

Riñ�on Lesi�on tubular, congesti�on, recuento

de leucocitos PMN

Coraz�on Recuento de leucocitos PMN, edema,

congesti�on

Pulm�on Infiltraci�on neum�onica, edema, congesti�on

H�ıgado Necrosis, congesti�on, degeneraci�on vacuolar

Intestino Grado 0-8*

PMN: polimorfonucleares.

*Clasificaci�on de Park-Chiu: 0, mucosa sana; 1, espacio subepi-

telial en puntas de las vellosidades; 2, extensi�on del espacio

subepitelial con elevaci�on moderada; 3, elevaci�on masiva a los

lados de las vellosidades, algunas puntas denudadas; 4, vellosi-

dades denudadas, capilares dilatados; 5, desintegraci�on de la

l�amina propia; 6, lesi�on de las criptas; 7, infarto transmucoso; 8,

infarto transmural.
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Fig. 1. Resultados de la evaluaci�on bioqu�ımica de las muestras sangu�ıneas. Los n�umero 1 a 4 reflejan el momento de obtenci�on de las muestras durante el pro-

cedimiento: 1, antes de la laparotom�ıa; 2, a los 30 min de isquemia; 3, a los 5 min de reperfusi�on; 4, a los 30 min de reperfusi�on. ALT: alanina aminotransferasa;

Amylase: amilasa; AST: aspartato aminotransferasa; Creatinin: creatinina; GGT: gamma-glutamiltranspeptidasa; group: grupo; LDH: lactatodeshidrogenasa; Lipase:

lipasa; U/L: U/l.
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No obstante, no pudimos encontrar diferencias

estad�ısticamente significativas entre grupos por lo

que respecta a la concentraci�on de urea y creati-

nina, como se ilustra en la fig 1. La concentraci�on de

urea se encontr�o en unos l�ımites entre 29,0 ± 3,7

mg/dl (grupo 2 a los 30 min de reperfusi�on) y 52,6 ±

6,0 mg/dl (grupo 6 a los 30 min de reperfusi�on). La

concentraci�on de creatinina vari�o entre 0,5 ± 0,1

mg/dl (grupo 5 a los 30 min de reperfusi�on) y 1,4 ±

0,5 mg/dl (grupo 2 antes de la laparotom�ıa).

Teniendo en cuenta la clasificaci�on de Park-Chiu,

la evaluaci�on de las muestras de tejido del intestino

delgado revel�o una diferencia significativa en el

grupo 5: puntuaci�on de la lesi�on I/R 1,8 ± 0,80 en

el grupo de control frente a 0,0 ± 0,0 en el grupo 5

(p < 0,05). Las puntuaciones I/R de los otros grupos

variaronentre 0,5 ± 0,51 y 2,2± 0,91. Como semues-

tra en la Fig 7, comparado con una muestra de

intestino delgado sano obtenida de un animal del

grupo 5, en la obtenida de un animal del grupo de

control pudieron observarse f�acilmente las vellosi-

dades denudadas y los capilares dilatados. Los valores

de amilasa y lipasa fueron m�as altos que el intervalo

normal, pero no se identificaron diferencias

estad�ısticamente significativas entre grupos. La

concentraci�on de amilasa de lasmuestras sangu�ıneas

vari�o entre 146,6 ± 33,5 mg/dl (grupo 2 a los 30 min

de isquemia) y 359,0 ± 20,7 mg/dl (grupo 5 antes de

la laparotom�ıa). Los valores de lipasa fueron de 138,0

±23,6mg/dl (grupo3 los30minde isquemia)y299,0

± 51,6 mg/dl (grupo 1 antes de la laparotom�ıa).

DISCUSI �ON

Investigamos las potenciales propiedades protecto-

ras del resveratrol, un antioxidante polifen�olico

natural presente en la uva y el componente activo

del vino tinto, que recientemente se ha estudiado

como antioxidante eficaz6,9. En diversos modelos

de isquemia/reperfusi�on, se ha señalado que esta

fitoalexina inhibe la peroxidaci�on lip�ıdica y la

adhesi�on de los leucocitos, elimina los radicales

libres, produce efectos antiinflamatorios/anti-

oxidantes y estimula la liberaci�on de NO a partir del

endotelio8. Esta sustancia manifiesta efectos vascu-

lares a trav�es de mecanismos tanto dependientes del

endotelio (que pueden bloquearse con inhibidores

de la NO sintasa) como no dependientes12 (no

Fig. 2. Evaluaci�on histopatol�ogica de las muestras de tejido y de las puntuaciones de isquemia/reperfusi�on (*p < 0,05

entre grupos). **Group1: resveratrol-ischemia, group 2: resveratrol-reperfusion, group 3: L-NAME-ischemia, group 4:

L-NAME-reperfusion, group 5: resveratrol-ischemia/L-NAME-reperfusion, group 6: L-NAME-ischemia/resveratrol-

reperfusion: *grupo 1, resveratrol durante el per�ıodo isqu�emico; grupo 2, resveratrol durante el per�ıodo de reperfusi�on;

grupo 3, L-NAME durante el per�ıodo isqu�emico; grupo 4, L-NAME durante el per�ıodo de reperfusi�on; grupo 5, res-

veratrol durante el per�ıodo isqu�emico y L-NAME durante el per�ıodo de reperfusi�on; y grupo 6, L-NAME durante el

per�ıodo isqu�emico y resveratrol durante el per�ıodo de reperfusi�on; BOWEL*: intestino delgado*; Group: grupo; HEART:

coraz�on; histopathological scoring: puntuaci�on histopatol�ogica; KIDNEY*: riñ�on*; LIVER: h�ıgado; LUNG: pulm�on.
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pueden bloquearse con estos inhibidores o una

lesi�on endotelial). Se ha documentado que induce

relajaci�on del m�usculo liso vascular a trav�es de la

inhibici�on de la destrucci�on del adenos�ın mono-

fosfato c�ıclico (AMPc) vasodilatador y del guanos�ın

monofosfato c�ıclico (GMPc) y la activaci�on de la

guanilciclasa20,21. El NO puede actuar como

mediador de la lesi�on tisular al igual que como un

potente vasodilatador end�ogeno5. En condiciones

fisiol�ogicas, el NOmantiene el tono vascular, inhibe

la agregaci�on plaquetaria e impide la adhesi�on de los

neutr�ofilos22. Sin embargo, en los estados fisiopa-

tol�ogicos, la producci�on excesiva de NO inducida

por las citocinas desempeña un papel decisivo en la

lesi�on tisular23.

En nuestro estudio experimental, investigamos

los efectos beneficiosos potenciales del resveratrol

en la lesi�on visceral de I/R. En primer lugar,

investigamos en qu�e per�ıodo ela isquemia o la

reperfusi�one fue m�as eficaz frente a dicha lesi�on.

En segundo lugar, investigamos los resultados bio-

qu�ımicos e histopatol�ogicos cuando el resveratrol

se combin�o con L-NAME, un inhibidor de la NO

sintasa. Este estudio es una continuaci�on de los

experimentos en los que nuestro grupo ha prestado

atenci�on a los efectos protectores de estos dos com-

puestos frente a la lesi�on I/R de la m�edula espinal.

En un modelo experimental, estudiamos la

protecci�on de este �organo, y por lo que concierne a

los par�ametros histopatol�ogicos y bioqu�ımicos,

obtuvimos los mejores resultados cuando adminis-

tramos el resveratrol en el per�ıodo de isquemia y el

L-NAME en el de reperfusi�on13.

La disfunci�on multiorg�anica, una complicaci�on

grave de la lesi�on visceral de I/R tras la correcci�on

de un AATA, es una situaci�on que amenaza la vida

Fig. 4. Biopsias pulmonares obtenidas del grupo 5 (a) y el grupo de control (b, c). Se observa infiltraci�on neum�onica en

b y congesti�on en c. (x40 HE): magnificaci�on x 40, tinci�on con hematoxilina-eosina; (x100 HE): magnificaci�on x 100,

tinci�on con hematoxilina-eosina.

Fig. 3. Biopsias mioc�ardicas obtenidas del grupo 6 (a) y el grupo de control (b) (magnificaci�on x 40, tinci�on con

hematoxilina-eosina). Se observa congesti�on mioc�ardica en b. (x40 HE): magnificaci�on x 40, tinci�on con hematoxilina-

eosina.
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del paciente. Harward et al24 estudiaron a 29

pacientes sometidos a tratamiento de AATA, y, en su

estudio, la tasa de disfunci�on multiorg�anica fue del

34,5%. Durante la correcci�on de estos aneurismas,

el coraz�on debe afrontar tanto el aumento s�ubito de

la poscarga debida al clampaje de la aorta como la

respuesta inflamatoria causada por la lesi�on visceral

de I/R. Estos investigadores describieron una tasa de

infarto de miocardio del 6,9%. En un estudio en el

que Cambria et al25 evaluaron a 337 pacientes

sometidos a correcci�on quir�urgica de AATA en un

intervalo de 15 años, se describi�o una incidencia de

complicaciones card�ıacas del 13,8%. El resveratrol

produce sus efectos cardioprotectores a trav�es de la

inhibici�on de la oxidaci�on de las lipoprote�ınas de

baja densidad, agregaci�on plaquetaria, s�ıntesis de las

mol�eculas de adhesi�on, expresi�on del factor tisular

procoagulante, y proliferaci�on celular; estimulando

la vasorrelajaci�on y la regulaci�on al alza de la NO

sintasa y eliminando los radicales hidroxilo y pero-

xilo26,27. En nuestro estudio, la evaluaci�on histo-

patol�ogica de las muestras tisulares obtenidas del

coraz�on no demostr�o diferencias estad�ısticamente

significativas entre grupos por lo que respecta a la

gravedad del edema, congesti�on e infiltraci�on de

leucocitos PMN. Comparado con el grupo de con-

trol, las puntuaciones de la lesi�on I/R fueron m�as

bajas en todos los grupos de estudio, en especial en

los grupos 1, 2, 3 y 6 (Fig. 2). Los efectos cardio-

protectores del resveratrol26,27 y de la combinaci�on

Fig. 6. Biopsias renales obtenidas del grupo 5 (a) y el grupo de control (b). Se observa necrosis tubular aguda en b. (x40

HE): magnificaci�on x 40, tinci�on con hematoxilina-eosina.

Fig. 5. Biopsias hep�aticas obtenidas del grupo de control. Se observa degeneraci�on vacuolar en a y necrosis en b. (x40

HE): magnificaci�on x 40, tinci�on con hematoxilina-eosina.
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resveratrol/L-NAME pudieron observarse en las

muestras tisulares con par�ametros histopatol�ogicos

de la lesi�on I/R, es decir, congesti�on mioc�ardica,

edema e infiltraci�on de leucocitos PMN, que fueron

m�as pronunciados en el grupo de control pero no

pudimos encontrar una diferencia estad�ısticamente

significativa (Fig. 3). Al igual que en el coraz�on,

aunque proximal al clampaje, la disfunci�on pul-

monar tras correcci�on de un AATA se asocia estre-

chamente con la lesi�on de I/R y un s�ındrome de

respuesta inflamatoria sist�emica. La distensibilidad

pulmonar disminuye y el trabajo respiratorio

aumenta. La comprensi�on de la compleja

fisiopatolog�ıa de la lesi�on pulmonar de I/R sigue

siendo incompleta28. A diferencia de otros �organos

del cuerpo humano, el pulm�on posee dos redes de

circulaci�on sangu�ınea con extensas conexiones

anastom�oticas y un total de tres posibles fuentes de

oxigenaci�on del tejido pulmonar, y esto ha dado

lugar a extensas investigaciones que prestan

atenci�on al papel de los neutr�ofilos, ROL, y otros

mediadores inflamatorios28. No obstante, estos

mediadores s�olo contribuyen parcialmente a la

lesi�on pulmonar de I/R28,29 y empiezan a aparecer

estudios sobre la compleja relaci�on entre la lesi�on I/

R y la apoptosis pulmonar, el sistema renina-

angiotensina y la activaci�on g�enica. En otro estudio,

tras la correcci�on de un AATA se describi�o una

incidencia de disfunci�on pulmonar del 44,8%: del

25% cuando el tiempo de clampaje fue < 40 min y

del 59% cuando fue � 40 min24. As�ı mismo, Cam-

bria et al25 describieron una incidencia del 44%, y

Rectenwald et al30 documentaron una tasa del 41%.

Tras cirug�ıa a�ortica, se describi�o una respuesta

inflamatoria sist�emica caracterizada por un

aumento constante de la concentraci�on plasm�atica

de citocinas (factor alfa de necrosis tumoral e

interleucina 6); no obstante, no se observ�o una

relaci�on clara entre las concentraciones plasm�aticas

de citocinas y el desenlace cl�ınico despu�es de la

intervenci�on quir�urgica a�ortica; por esta raz�on,

siguen por dilucidar los efectos cl�ınicos de la

respuesta inflamatoria sist�emica transitoria31.

Teniendo en cuenta los par�ametros histol�ogicos de la

lesi�on de I/R, grado de infiltraci�on neum�onica,

edema y congesti�on, no pudimos identificar dife-

rencias estad�ısticamente significativas entre grupos.

Comparado con el grupo de control, las puntuacio-

nes de lesi�on I/R fueron m�as bajas en todos los

grupos de estudio, en especial el 1, 2 y 4 (Fig. 2).

Aunque no alcanzaron significaci�on, la infiltraci�on

neum�onica, edema y congesti�on pulmonares fueron

m�as evidentes en las muestras obtenidas de los

animales del grupo de control (Fig. 4). No obstante,

como se ha mencionado previamente, la lesi�on I/R

del pulm�on sigue siendo un enigma, y es posible que

esta estrategia farmacol�ogica no baste para resolver

el problema por completo; adem�as, se requiere una

mejora con estudios experimentales adicionales.

Durante la correcci�on de un AATA, en el sistema

gastrointestinal se produce un traumatismo tanto

mec�anico como isqu�emico. A pesar de la circulaci�on

colateral entre las arterias mesent�ericas y vasos

pr�oximos, en casi todos los pacientes se descubri�o

una permeabilidad intestinal anormal32,33. Como

consecuencia de la agresi�on isqu�emica, las enzimas

de la cadena respiratoria mitocondrial y otras

diversas enzimas, incluida la nicotinamida adenina

dinucle�otido fosfato (NADPH) oxidasa, xantina

oxidasa (XO) y NO sintasa (NOS). La producci�on

excesiva de NO a trav�es de la NOS inducida con-

tribuye a la fisiopatolog�ıa de la lesi�on de I/R en el

Fig. 7. Biopsias de intestino delgado obtenidas del grupo 5 (a) y el grupo de control (b). Se observan vellosidades

denudadas y capilares dilatados (grado 4 de Park-Chiu) en b. (x40 HE): magnificaci�on x 40, tinci�on con hematoxilina-

eosina; (x100 HE): magnificaci�on x 100, tinci�on con hematoxilina-eosina.
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intestino delgado34,35. Naito et al36 observaron que

la inflamaci�on inducida por la reperfusi�on

mesent�erica en ratas dio lugar a estr�es oxidativo y

nitrosativo, caracterizado por una producci�on

elevada de NO, aumento de la expresi�on de NOS

inducible, y una expresi�on excesiva de per�oxidos

lip�ıdicos. Adem�as, en el per�ıodo isqu�emico, la

conversi�on de xantina deshidrogenasa a XO es m�as

r�apida en el tejido intestinal y la liberaci�on exage-

rada de mol�eculas de adhesi�on induce la adhesi�on y

migraci�on de los leucocitos, lo que provoca una

oclusi�on microcirculatoria37-39. La lesi�on I/R da

lugar a la rotura de la barrera mucosa, translocaci�on

bacteriana y activaci�on de las respuestas inflamato-

rias, lo que se traduce en una sepsis y disfunci�on

multiorg�anica40. Estos factores podr�ıan explicar la

raz�on de que el intestino responda de manera dife-

rente de los otros tejidos a la inhibici�on de NO.

Achouh et al39 estudiaron a 101 pacientes que se

sometieron a correcci�on quir�urgica de AATA en un

intervalo de 14 años y documentaron una inci-

dencia de complicaciones gastrointestinales del 7%.

Cambria et al25 describieron una incidencia de

isquemia intestinal del 2%. En su estudio el 1,5% de

todos los pacientes requirieron una nueva

intervenci�on para esta complicaci�on. En el presente

estudio, teniendo en cuenta la clasificaci�on de Park-

Chiu, la evaluaci�on de las muestras tisulares de

tejido intestinal revel�o una diferencia significativa

en el grupo 5 (Fig. 2). Estos resultados sugieren que

la liberaci�on de NO inducida por el resveratrol

durante la isquemia produjo efectos antioxidantes

sobre el tejido intestinal, mientras que, durante la

reperfusi�on, la inhibici�on por L-NAME de los radi-

cales libres caracter�ısticos de un exceso de NO pre-

vino una lesi�on intestinal grave. Por lo que respecta

a los valores de amilasa y lipasa no se observaron

diferencias significativas entre grupos, pero en todos

fueron m�as altos que el intervalo normal (Fig. 1).

Adam et al41 describieron que en la rotura de

aneurismas a�orticos abdominales la concentraci�on

postoperatoria de amilasa pancre�atica fue significa-

tivamente m�as baja y sugirieron que la hiperamila-

semia no se asocia a un peor desenlace despu�es de

cirug�ıa a�ortica. Los par�ametros histopatol�ogicos de

la lesi�on hep�atica de I/R son necrosis, congesti�on y

degeneraci�on vacuolar42. La destrucci�on micro-

circulatoria que disminuye la perfusi�on hep�atica

tiene lugar especialmente al t�ermino de las 48 h de

reperfusi�on43. Puesto que obtuvimos las biopsias a

las 24 h de la intervenci�on, no encontramos una

lesi�on grave en los tejidos hep�aticos y, aunque en un

animal del grupo 3 se detect�o degeneraci�on vacuolar

(fig. 5), no identificamos diferencias estad�ıstica-

mente significativas entre grupos en lo referente

a los par�ametros bioqu�ımicos o histopatol�ogicos

(Figs. 1 y 2).

La insuficiencia renal aguda (IRA) es la

complicaci�on m�as frecuente de la cirug�ıa a�ortica44.

Su incidencia descrita var�ıa entre el 3 y el

34,5%24,25,30,44,45. Se ha mencionado que, a pesar

del clampaje a�ortico infrarrenal, el patr�on del flujo

renal se invierte hacia las neuronas corticales46. Con

independencia de la posici�on del clampaje, la

perfusi�on renal disminuye y la liberaci�on de media-

dores da lugar a vasoconstricci�on, redistribuci�on del

patr�on de flujo y aumento de la permeabilidad vas-

cular46. Los neutr�ofilos activados liberan citocinas,

ROL, proteasas, mieloperoxidasa y otras enzimas, lo

que agrava la lesi�on47,48. Durante la valoraci�on de la

lesi�on renal de I/R, el grado de lesi�on tubular,

congesti�on y recuento de leucocitos PMN fue signi-

ficativamente menor en los grupos 5 y 6 comparado

con los otros (fig. 2). Al igual que en el intestino, una

vez m�as, encontramos los efectos ben�eficos del

tratamiento combinado.

Como limitaci�on del presente estudio, no exami-

namos las muestras sangu�ıneas a las 24 h justo antes

de sacrificar a los animales. El examen de los

par�ametros sangu�ıneos a las 24 h probablemente

habr�ıa reflejado con m�as exactitud los cambios que

observamos en los tejidos. Tampoco examinamos

los marcadores de inflamaci�on sist�emica. Para inves-

tigar las diferencias ser�a beneficioso aumentar la

poblaci�on de los grupos de estudio o efectuar

estudios cl�ınicos.

En conclusi�on, la disminuci�on de las puntuacio-

nes de I/R y las correspondientes muestras histopa-

tol�ogicas sugirieron un efecto protector del

resveratrol sobre los �organos con una elevada capa-

cidad de regeneraci�on, como el riñ�on y el intestino

delgado. En el presente estudio, no se observaron

alteraciones significativas de los marcadores bio-

qu�ımicos. Esto puede explicarse por el hecho de

que los cambios histopatol�ogicos que influyen en

ellos se producen m�as precozmente. Con respecto

a los otros �organos, tambi�en se identificaron algunas

diferencias en los grupos de estudio pero no fueron

estad�ısticamente significativas. En el intestino del-

gado, el resveratrol manifest�o un efecto protector

cuando se administr�o en el per�ıodo de isquemia, a

trav�es de la inducci�on de la liberaci�on de NO y sus

propiedades antioxidantes, y la administraci�on de

L-NAME en el per�ıodo de reperfusi�on inhibi�o los

efectos t�oxicos de un exceso de NO como en el grupo

5. Los per�ıodos de administraci�on de resveratrol y

L-NAME no difirieron para el riñ�on, pero, una vez

m�as, la estrategia de combinaci�on atrajo la atenci�on.

Las acciones tanto NO-dependientes como indepen-

dientes del resveratrol pueden mejorar la perfusi�on
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tisular a trav�es de una vasorrelajaci�on11. Los efectos

del NO sobre los tejidos sonmotivo de controversia y

su acci�on podr�ıa ser doble. En los diferentes per�ıodos

de la lesi�on I/R podr�ıa ser �util administrar diferentes

mediadores farmacol�ogicos ya que representan

caracter�ısticas distintas con y sin ox�ıgeno. La

combinaci�on de resveratrol y L-NAME frente a la

lesi�on de isquemia-reperfusi�on parece ser una

opci�on eficaz en los estudios futuros.
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