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Efecto de la inhibicion de la sintesis de 6xido nitrico y otros
radicales libres en un modelo de peritonitis fecal en ratas
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RESUMEN. En diferentes modclos se ha evidenciado
cl papel del é6xido nitrico (NO) en la descompensacion
del choque. En el presente estudio se valoré la partici-
pacion del NO y de radicales libres en un modelo de pe-
ritonitis fecal producido por la administracion de mate-
ria feeal autéloga en ratas. Se valord el efecto de diver-
508 tratamientos c¢n la sobrevida después del reto,
comparande en cada ocasién con un grapo control (tra-
tado con vehiculo v ¢l reto). Se emplearon los inhibido-
res de la sintesis del NO N€ -nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME) y N-imino ¢til-L-ornitina (L-NIO), alopuri-
nol o hidrocortisona. La sobrevida fue mayor {p <
0.001) en los grupos tratados con hidrocortisona, alopu-
rinol y L-NIO. El L-NAME no cambié la sobrevida
cuando se administré simultaneo al reto y la disminuyé
al darse 3 horas después. La combinacién de L-NIO
mis alopurinel tampoco influyo en la sobrevida. Los re-
sultados orientan hacia la participacion del NO y radi-
cales libres en el modelo estudiado.

Palabras clave: Oxido nitrico, peritonitis, alopurinol,
radicales libres, hidrocortisona.

3l choque séptico s la causa mds frecuente de muerte
en las unidades de cuidados intensivos."¥ La sepsis se de-
fine comeo la respuesta inflamatoria sistémica a la infeccisn
gue tiene como manifestaciones clinicas uno o mas de los
siguientes datos: temperatura > 38°C o < 36 °C, frecuencia
cardiaca > 90 latidos por minuto. frecuencia respiratoria »
20) respiraciones por minuto, PaCO,. <32 mmHy y leuco-
citos > 12.000/mm*, < 4,000 o > [0% de formas inmaduras
(bandas).'

Ll choque séptico es una manifestacion de sepsis severa
y se define como lu hipotension inducida por sepsis gque
persiste a pesar de la adecuada reposicion de liquidos y que
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SUMMARY. The role of nitric oxide (NO) in decom-
pensation of shock has been demonstrated in different
models. In the present study the role of NO and free ra-
dicals was assessed in a model of faecal peritonitis pro-
duced through intraperitoneal autologous feces admi-
nistration in rats by using different treatments and
measuring survival time after challenge. Two NO syn-
thesis inhibitors (N%-nitro-L-arginine methyl ester, L-
NAME and N-imino ethyl-L-ornithine, 1.-NIO), allopu-
rinol and hydrocortisone were used. Survival time was
longer (p < 0.04}1) in groups treated with hydrocortiso-
ne, allopurinol or L-NIO and did not change when L-
NAME and the challenge were given simultancously.
However, L-NAME pretreatment (3 hours after the
challenge) reduced survival time. L-NIO combined with
allopurinol did not change survival time either. Results
suggest a role of NO and free radicals in the model stu-
died.

Key words: Nitric oxide, peritonitis, allopurinol, tree
radicals, hydrocortisone.

se acompaiia de anormalidades de hipoperfusion o disfun-
cidn orgdnica.’ Es consecuencia de una infeccién bacteria-
na por Gram negativos, pero también puede ser causada
por organismos Gram positivos. hongos. virus y pariisitos.”

La peritonitis fecal puede ser primaria o secundarta. La
primaria se observa con mayor frecuencia coincidiendo
con una cirrosis hepitica. La secundaria aparece cuando las
bacterias contaminan el peritoneo como consecuencia del
derrame o apertura a la cavidad peritoneal libre, de un pro-
ceso intraabdominal. predominande los microorganismos
Gram negativos y anacrobios. La mortalidad que se presen-
ta en estos casos se atribuye a la sepsis por estos microor-
ganismos o sus toxinas. " Las exotoxinas, la bacteria por si
misma y, en particular, los componentes de la pared celu-
lar. son los responsables primarios para el desarrollo de
choque séptico." Se liberan radicales libres téxicos y agen-
tes vasoactivos a partir de células fesionadas

Durante la sepsis se han descrito dos patrones de res-
puesta, una fase temprana caracterizada por hipertonia sim-
pdtica v una fase tardia en fa que existe vasodilatacién arte-
rial profunda y aumento de la permeabilidad vascular, lo
cual se ha asociado con la produccién de componentes del
complemento, productos toxicos de moléculas de oxigeno,
metabolitos del dcide araquiddnico, el factor activador de
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plaquetas y el 6xido nitrico.'” Los radicales libres como el
perdxido de hidrégeno, el superéxido y el anién hidroxilo
son especies quimicas que se producen en estados inflama-
tortos e infecciosos, asi cemo durante la sintesis de leuco-
trienos y prostaglandinas a partir del dcido araquidénico.”
Su produccién se ha asociado a la muerte ocasionada con la
sepsis por bacterias Gram negativas.'® El alopurinol que ac-
tia como inhibidor de la xantina oxidasa, se ha utilizado
como antioxidante en algunos modelos de sepsis.'®

El éxido nitrico (NO) es un potente vasodilatador que se pro-
duce a partir del aminodcido L-arginina, por medio de las enzi-
mas sintetasas de 6xido nitrico (SNO).'? Se han identificado dos
tipos de SNO, una constitutiva dependiente de calcio que se acti-
va por medio de acetilcolina y bradicinina, entre otros, y que libe-
ra cantidades picomolares de NO en las células del endotelio vas-
cular, entre otras.”? La sintetasa inducible es independiente de cal-
cio y provoca la liberacién sostenida de NO en cantidades
nanomolares desde los macréfagos, neutrdfilos, endotelio vascu-
lar y células gliales, siendo sus principales inductores las endo-
toxinas, el FNT alfa, IL-1 beta y el interferén gamma.'? E1 NO
posee acciones citot6xicas ademds de ser un potente vasodilata-
dor.*12 Se han caracterizado diferentes tipos de inhibidores de las
SNO que actiian como andlogos de la L-Arg, como el N%-mono-
metil-L-arginina (I-NMMA), el N®-nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME) que actia preferentemente sobre la SNO constitutiva,
y N-imino etil-L-ornitina (L-NIO) que actiia predominantemente
sobre la SNO inducible.'®

La hidrocortisona es un glucocorticoide que posee acti-
vidad antiinflamatoria, ademds, se ha demostrado que inhi-
be fa induccién de la SNO inducible.*?

Material y métodos

Animales de experimentacion. Se utilizaron ratas Wistar
machos de 200 a 300 g de peso, alimentadas con Purina
chow y agua ad libitum, las cuales permanecieron en el
Bioterio de la Escuela Médico Militar por lo menos tres
dias antes del estudio sometidas a ciclos luz/oscuridad de
12/12 horas.

Produccidn de sepsis. Para la produccion de peritonitis fe-
cal en ratas se utilizd una suspensién de su propia materia fe-
cal, arazén de 5 g/kg, el cual se produjo recolectando la mate-
ria fecal de 24 horas, se machacé en un mortero y se afiadieron
2 mL de agua destilada por cada gramo de materia fecal, se
filtré y se recolect6 para su inyeccidn intraperitoneal {i.p.).

Grupos experimentales. En cada serie experimental
(Cuadro 1) los tratamientos se compararon con ¢l vehiculo.
En todos los casos los animales se sometieron a ayuno, y a
partir del tiempo 0 se permiti6 acceso libre a alimento y
agua. En todos los casos s¢ cuantificé la sobrevida. Los
animales se asignaron aleatoriamente a cualquiera de los
siguientes grupos:

a) Grupo control. Peritonitis fecal y tratado con solucién
salina isot6nica (SSI). Bn el tiempo 0 se produjo peritonitis
fecal en la forma mencionada, al mismo tiempo los anima-
les recibieron por via intragdstrica (i.g.), 500 uL. de 8SI y
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Cuadro 1. Series experimentales

Serie Grupos
I Control vs L-NAME (simultdneo)
I Control vs L-NAME (3 h después)

11 Control vs 1. L-NIO (3 h después)
2, Hidrocortisona (2 h antes)
3. L-NIO + Alepurinol (simultaneo)

4. Alopurinol (simultdneo}

200 uL de SSI por via subcutdnea {s.c.). El tratamiento se
repitié cada 8 horas.

b) Grupo con peritonitis fecal y tratado con alopurinol.
En el tiempo O se produjo peritonitis fecal en la forma
mencionada y al mismo tiempo se administré por via i.g.,
alopurinel a razén de 60 mg/kg disuelto en 500 uL de SSI,
repitiendo el tratamiento cada 8 horas.

¢) Grupo con peritonitis fecal y trataav con L-NAME
(tratamiento simultdneo). En el tiempo 0 se produjo perito-
nitis fecal e inmediatamente después se administré por via
s.c. L-NAME a razén de 5 mg/kg, disueltos en 200 uL de
8S1, repitiendo el tratamiento cada 8 horas.

d) Grupo con peritonitis fecal y tratado con L-NAME.
En el tiempoe 0 se produjo peritonitis fecal en la forma men-
cionada, 3 horas después se administré por via s.c. L-
NAME a razén de 5 mg/kg, disueltos en 200 uL de SSI, re-
pitiendo el tratamiento cada 8 horas.

e) Grupo con peritonitis fecal y tratado con L-NIO. En
el tiempo 0 se produjo peritonitis fecal en la forma mencio-
nada, 3 horas después se administré por via s.c., L-NIO a
razén de 5 mg/kg, disueltos en 200 ul. de SS], repitiendo el
tratamiento cada 8 horas.

) Grupo con peritonitis fecal y tratado con alopurinol y
L-NIO. En este grupo se produjo peritonitis fecal en el
tiempo O y se administro alopurinol y L-NIO en la forma
mencionada. El tratamiento se repitié cada 8 horas.

g) Grupo con peritonitis fecal y tratado con hidrocorti-
sona. Dos horas antes del reto se administré por via i.m.,
hidrocortisena a razén de 10 mg/kg disueltos en 150 uL de
SSI repitiendo el tratamiento cada 8 horas.

Valoracion estadfstica. El tiempo de sobrevida se anali-
z6, entre grupos, utilizando el andlisis de varianzas muiti-
ples (ANOVA), tomando como nivel de significancia esta-
distica p < 0.05. Los resuitados se reportaron como la me-
dia + error estindar de la media (EEM).

Resultados

Grupo control (tratado con el vehfculo) vs L-NAME
(tratamiento simultdneo al reto).

Se utilizaron 24 ratas y se dividieron aleatoriamente en
2 grupos de 12 cada uno, se les administré L-NAME simul-
tineo al reto y cada 8 horas, y se compar6 cor €l grupo
control, valordndose ¢l tiempo de sobrevida en ambas
{Cuadro 2). No se obtuvo diferencia significativa en ambos
grupos (Figura 1).
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Cuadroe 2. Sobrevida después del reto

Cuadro 3. Sobrevida después del reto

Grupo Peso (g) Sobrevida (horas) Grupo Peso (g} Sobrevida (horas)
Control 258.5 7.66 Control 309.75 9.06
(n=12) + 8.66 + 0.47 (n=12) +7.13 + 0.54
L-NAME 256.41 7.24 L-NAME 309.66 7.21
(simultineo + 5.80 + 0,50 (3 h después del +8.46 + 0.20
al reto, n = 12} reto, n = 12)
Media + EEM Media + EEM
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Figura 1. La grdfica muestra la sobrevida en horas del grupo control y
del tratado con L-NAME administrado en forma simultdnea al reto. No
se observa diferencia significativa.

Los datos representan 1a media + EEM.

Grupo control vs L-NAME (3 horas después).

Se utilizaron 24 ratas y se dividieron aleatoriamente 2
grupos de 12 cada uno; a un grupo se les administré L-
NAME 3 horas después del reto a la dosis ya mencionada y
se compard con el grupo control, valordndose la sobrevida
en ambas {Cuadro 3). El grupo tratado con L-NAME tuvo
una sobrevida signiticativamente menor que el grupo con-
trol (p < 0.01) (Figura 2).

Grupo control vs L-NIO, alopurinol, alopurinol + L-
NIO e hidrocortisona.

Se utilizaron 84 ratas y se dividieron aleatoriamente en
5 grupos, el grupo control {n = 24), el grupo tratado con L-
NIO (n = 24), el grupo tratado con alopurinol (n = 12}, y el
grupo tratado con hidrocortisona (n = 12), valordndose el
tiempo de sobrevida en todos los grupos {Cuadro 4). El
grupo tratado con L-NIO tuve una sobrevida significativa-
mente mayor a la del grupo control (p = 0.02). El grupo tra-
tado con alopurinol se comparé con el grupo control, sien-
do significativamente mayor en el primero (p = 0.005). A
un siguiente grupo se le administré alopurinol méds L-NIO
a las dosis ya mencionadas (n = 12), el primero simultdneo
con el reto y el segundo 3 horas después del mismo, com-
pardndose el tiempo de sobrevida con el grupo control. No
se obtuvo diferencia significativa en ambos grupos (Figura
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Figura 2. La grifica mucstra el tiempo de sobrevida en horas del grupo
control y el tratado con L-NAME administrado 3 horas después del reto.
Se observa que en este dltimo grupo la sobrevida fue significativamente
menor que en el control. Se representan la media + EEM.

Cuadro 4. Sobrevida después del reto

Grupo Peso (g} Sobrevida (horas)
Control 280.87 9.53
(n=24) +10.04 +0.31
L-NIO 287.62 10.81
(3 h después + 8.7 + 0.44
del reto, n = 24)

Alepurinol 293.33 11.17
(simultineo al + 16.11 + 0.47
reto, n = 12)

Alopurinol + L-NIO 256.66 10.27
(Alop. simultaneo, +8.37 +0.34
L-NIO 3 h después del

reto, n = 12)

Hidrocortisona 284.33 12.88
{2 h antes del + 3.77 +0.52
reto, n = 12)

Media + EEM

3). Por tltimo el grupo tratado con hidrocortisona se com-
paré con el grupo control, y la sobrevida fue significativa-
mente mayor en el primero que en el grupo control (p <
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Figura 3. La grifica muestra el tiempo de sobrevida con diferentes tra-
tamientos. Se observa que la sobrevida fue mayor en el grupo tratado
con hidrocortisona. Los grupos tratados con L-NIQ (3 horas después del
reto) y con alopurinol tuvieron sobrevida semejante entre si. y mayor
que la del grupo control. El tratamiento con alopurinel y L-NIO produ-
jo sobrevida semejante al control. Se representan la media + EEM.

0.001), asi como también tue significativamente mayor que
el grupo tratado con alopurino! (p = 0.02) y que el tratado
con L-NIO {p = 0.007) (Figura 3).

Discusion

En este estudio la inyeccion de materia fecal en peritoneo
de rata produjo su muerte de forma inexorable. Dicho mode-
lo es reproducible y los efectos de diversos tratamientos pue-
den ser cuantificables en términos de tiempo de sobrevida.

En otros estudios se ha demostrado la participacién del
NO y de los radicales libres en modelos de sepsis en anima-
les,*!! asi como la participacién de farmacos inhibidores de
las sintetasas de NO y de bloqueadores de la formacion de
radicales libres.' En dichos estudios se ha utilizado el LPS o
endotoxinas como inductores de choque endotéxico, obte-
niéndose una mejor sobrevida cuando se utilizan los inhibi-
dores de 1a sintetasas de NO en la fase descompensada,*!! ya
que cuando se utilizan en fases tempranas del choque séptico
disminuyen la sobrevida, fendmeno que se postula, se debe a
la vasoconstriccién producida por el inhibidor que agrava el
fenémeno de hipertonia simpitica propio de las fases tem-
pranas de choque séptico."”

En este modelo de peritonitis fecal no se encontrd, como
en otros estudios, que la administracidn del L-NAME (inhi-
bidor de las sintetasas de NO, en especial de la constitutiva)
disminuyera la sobrevida.' Cvando el inhibidor se adminis-
tré 3 horas después del reto, la sobrevida disminuyd, lo cual
diftere en relacidn a [os resultados que se han referido en la
literatura, en los que la administracién en forma semejante
de L-NAME, en grupos inoculados con el LPS produce me-
nor daiio y mejora la sobrevida.™* La diferencia con los re-
sultados del presente trabajo puede deberse a que el modelo
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de sepsis es diferente y quizd la administracién del L-
NAME, 3 horas después del reto, coincida con la fase de hi-
pertonia simpatica. Sin embargo el tratamiento con L-NIO 3
horas después del reto, prolongé la sobrevida. Con los resul-
tades del trabajo no podemos explicar las diferencias entre el
L-NAME y el L-NIQ, las que pudicron deberse a diferencias
en la farmacocinética (no se conoce cémo es la de cada uno
de ellos), diferencias ¢n la potencia (el L-NIO es mds poten-
te que el L-NAME), o diferencias en el efecto que cada uno
tiene sobre las sintetasas de NO (el L-NAME actia preferen-
temente sobre la enzima constitutiva, mientras que ¢l L-NIO
lo hace sobre la inducible).

El alepurinol prolongd la sobrevida, lo gque pudo deberse,
como se ha reportado en otros modelos de sepsis, ™ a la dis-
minucion de la produccion de radicales libres. Cuando el
alopurinol se combiné con L-NIO el efecto fue menor que el
producido por cada une por separado. Desconocemos si esto
se deba a un antagonismo de cualquier tipo entre las drogas.

En e! caso de la hidrocortisona los resultados obtenidos
en nuestro estudio {(mayor sobrevida de todos los grupos),
son semejantes a lo obtenido con modelos de LPS.*'* Como
en el caso de otros trabajos, el efecto pudo deberse a la inhi-
bicion de la induccién de la sintesis de NO, aunque no pue-
den descartarse otros efectos como es la inhibicidn de la li-
beracion de citocinas.

Conclusiones

I. Se reprodujo el modelo experimental de peritonitis fe-
cal por administracién intraperitoneal de materia fecal.

2. El L-NAME administrado al mismo tiempo del reto, a
diferencia de lo reportado en sepsis producida por adminis-
tracidn de LPS, no cambid la sobrevida, probablemente de-
bido a que el modelo se comporta de manera diferente.

3. El L-NAME administrado 3 horas después del reto dis-
minuy6 la sobrevida, mientras que, en las mismas condicio-
nes el L-NIO la protongé. Con los resultados del estudio no
se explica la diferencia entre los inhibidores. Probablemente
esa diferencia sea debida a las caracteristicas farmacocingti-
cas de cada inhibidor, a [a diferencia en la potencia o al efec-
to que cada uno ejerce sobre las sintetasas de NO.

4. El alopurino} prolongd la sobrevida, probablemente
por disminuir la produccitn de radicales libres.

5. El efecto del alopurinol combinado con L-NIO fue me-
nor que ¢l que produjo cada uno por separado. Desconoce-
mos si el resultado se debe a antagonismo de algiin tipo entre
estas drogas.

6. La hidrocortisona fue la que produjo el ticmpo de so-
brevida mas prolongado. En su etecto pudo haber influido,
ademds de la inhibicién de la sintesis del NO, la disminucion
en la liberacidn de citocinas.
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